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1.1. El género Bordetella 
 
El género Bordetella es parte de la familia Alcaligenaceae de las β-proteobacterias 
[1] y actualmente comprende dieciséis especies diferentes. Las tres primeras especies que 
se incluyeron fueron Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis, los agentes causales 
de la tos convulsa en humanos [2, 3], y Bordetella bronchiseptica, que produce 
infecciones en varios mamíferos y ocasionalmente en humanos, principalmente aquellos 
que están inmunodeprimidos [4]. Estas tres especies se conocen comúnmente como las 
especies “clásicas” de Bordetella. Asimismo, B. parapertussis se subdivide en dos 
subespecies, una de ellas infecta a humanos (Hu) y la otra a ovinos (Ov) [1]. Los estudios 
genómicos muestran que B. pertussis y B. parapertussisHu evolucionaron a partir de B. 
bronchiseptica en dos eventos independientes [5]. La transición de B. pertussis y B. 
parapertussisHu a patógenos estrictamente humanos estuvo acompañada por la pérdida de 
un gran número de genes, la acumulación de pseudogenes y la expansión de secuencias 
de inserción [6]. Más recientemente, se identificaron otras especies también aisladas de 
humanos del género Bordetella (Bordetella holmesii [7], Bordetella trematum [8], 
Bordetella petrii [9], Bordetella ansorpii [10], Bordetella sputigena [11], Bordetella 
bronchialis [11] y Bordetella flabilis [11]), dos especies patógenas de aves (Bordetella 
avium [12] y Bordetella hinzii [13]), una especie aislada de ratones (Bordetella 
pseudohinzii [14]) y tres especies aisladas de muestras ambientales (Bordetella muralis 
[15], Bordetella tumbae [15] y Bordetella tumulicola [15]). 
 
1.2. Tos convulsa 
 
La tos convulsa es una enfermedad respiratoria severa y sumamente contagiosa 
causada principalmente por el cocobacilo Gram-negativo B. pertussis [1]. Esta bacteria 
es un patógeno estrictamente humano del cual no se conocen reservorios animales o 
ambientales. Además de B. pertussis, de las nueve especies del género Bordetella 
identificadas, sólo tres, B. bronchiseptica, B. parapertussis y B. holmesii, han sido 
asociadas con infecciones respiratorias en humanos y otros mamíferos [16]. Entre ellas, 





Respecto al origen de la tos convulsa, cabe señalar que no se han encontrado 
registros que describan una enfermedad con la sintomatología clásica de la tos convulsa 
en textos médicos de la antigua Grecia y Roma [17]. Asimismo, la tos convulsa no parece 
haber estado presente en las Américas antes de su aparición en Europa; y se considera 
que la introducción de la misma en esa región muy probablemente haya sido a través de 
Asia occidental [17]. Resultados de estudios moleculares han confirmado que, si bien B. 
pertussis tiene varios millones de años de existencia, se expandió rápidamente dentro de 
la población humana en los últimos 500 años [17]. La primera descripción de una 
enfermedad con sintomatología similar a la tos convulsa se encuentra en un libro coreano 
de medicina de 1433 [18]. Posteriormente, Bahā’ al-Dawlah Rāzī (1455–1509) describió 
tres epidemias distintas de tos convulsa ocurridas entre 1484 y 1501 en una región de 
Persia, actualmente Irán [17]. Aproximadamente 70 años después ocurrió la primera 
epidemia registrada de tos convulsa en Europa. La misma se originó en París, Francia, en 
1578 y fue descripta por Guillaume de Baillou (1538–1616), quien la llamó tussis Quintín 
[19]. Existen descripciones de epidemias frecuentes de tos convulsa en Europa en los 
siglos XVI y XVII, que sugieren una expansión de la enfermedad [20]. Thomas 
Sydenham en 1679 y Thomas Willis en 1682 llamaron “pertussis” (per, intensa; tussis, 
tos) a esta enfermedad que afectaba fundamentalmente a lactantes y niños provocando la 
muerte en muchos casos. En el año 1906 Jules Bordet y Octave Gengou lograron 
desarrollar un medio de cultivo que permitió aislar el agente causal de la tos convulsa [2] 
y posteriormente lograron relacionar la sintomatología de la enfermedad con la presencia 
de B. pertussis [21]. El nombre del género Bordetella fue propuesto por Moreno-López 
en 1952 en reconocimiento al trabajo de Jules Bordet [22].  
El desarrollo de vacunas empezó inmediatamente después del aislamiento B. 
pertussis debido al impacto epidémico de la enfermedad. Entre 1914 y 1923, Hess, 
Luttinger y Madsen realizaron los primeros ensayos exitosos de vacunación anti-pertussis 
[21] y finalmente, durante la década de 1940-1950, se introdujeron las vacunas celulares, 
compuestas por microrganismos inactivados por métodos físicos o químicos, de uso 
actual en algunos países, lo cual redujo drásticamente la incidencia de esta enfermedad. 
Las reacciones adversas producidas por esta vacuna provocaron una disminución en la 
aceptación de la vacuna, e incluso algunos países suspendieron la vacunación contra B. 





celular condujo a finales del siglo pasado al desarrollo de vacunas de segunda generación 
acelulares compuestas por antígenos purificados. 
La introducción de la vacunación masiva a nivel mundial con la vacuna celular 
determinó una gran disminución en el número de casos de tos convulsa. Sin embargo, se 
siguieron registrando picos epidémicos cada 2 a 5 años [23], lo que indica que la 
inmunización controla la enfermedad, su fase tóxica, pero no controla la circulación del 
microorganismo en la población. Esta situación ha determinado que la tos convulsa 
continúe siendo una importante causa de muerte infantil a nivel mundial. Con la 
introducción de la vacuna acelular se registró un aumento progresivo, lento y sostenido 
de la incidencia de la tos convulsa. En la década del 90 la mayoría de los países con 
vigilancia activa detectaron un aumento alarmante en la incidencia de la enfermedad [24-
32]. A fines de esa década la tos convulsa se había convertido en la cuarta causa de 
mortalidad infantil por enfermedades inmunoprevenibles, siendo declarada enfermedad 
reemergente por la Organización Mundial de la Salud (OMS). Datos de la OMS indican 
que en 2008 ocurrieron aproximadamente 16 millones de casos de tos convulsa, el 95% 
de los cuales fueron en países en vías de desarrollo [33]. En ese mismo año la OMS estimó 
que la vacunación mundial contra la tos convulsa evitó aproximadamente 687.000 
muertes [33]. Estudios actuales basados en modelos epidemiológicos estimaron que en 
2014 hubo aproximadamente 24 millones de casos y 160.700 muertes por tos convulsa 
en niños menores de 5 años, principalmente en la región de África [34]. Aunque la mayor 
incidencia de casos continúa siendo en infantes, datos epidemiológicos indican un cambio 
en el rango etario, con un aumento en el número de casos de tos convulsa asintomática o 
leve en adolescentes y adultos [27, 35]. Así, esta población constituye un reservorio 
importante y una continua fuente de transmisión para lactantes y niños con esquemas de 
vacunación incompletos, quienes presentan mayor riesgo de mortalidad [36, 37]. Las 
causas de la reemergencia de la enfermedad a nivel mundial aún no han sido 
determinadas, sin embargo, se postula que las formulaciones subóptimas de vacunas 
(tanto en lo que se refiere a tipo de antígenos como adyuvantes) que inducen un tipo de 
inmunidad no protectora sumado a la corta duración de anticuerpos específicos por 
vacunación, ha llevado a la continua circulación de la bacteria en poblaciones vacunadas 
y a la consiguiente inmunoselección de cepas dirigida por vacunación, causando la 





estrategias de control de esta enfermedad depende básicamente de la identificación de los 
mecanismos de patogénesis y persistencia de B. pertussis en el hospedador. 
 
1.3. Manifestaciones clínicas 
 
Los síntomas de tos convulsa pueden variar, dependiendo de la edad del paciente, 
la inmunización o infección previa y el tratamiento con antibióticos [1]. 
 
1.3.1. Manifestaciones clásicas 
Una vez que la bacteria llega al hospedador ocurre un período de incubación de 7 
a 10 días, antes del comienzo de la enfermedad [1]. La fase sintomática de la enfermedad 
dura entre 6 y 12 semanas, aunque este tiempo puede prolongarse, y presenta tres estadios 
clínicos o fases: catarral, paroxística y convaleciente. Inicialmente, en la etapa catarral, 
se presenta rinorrea, lagrimeo y tos leve. La tasa de contagio es muy elevada durante esta 
fase y en las dos primeras semanas después de la aparición de la tos. Durante un período 
de 7 a 14 días, la tos empeora tanto en frecuencia como en grado. La etapa paroxística, 
que tiene su inicio durante la segunda semana de la enfermedad, se caracteriza por ataques 
de tos repetidos con múltiples expectoraciones violentas durante una exhalación simple 
(paroxismo). Al final de un paroxismo, ocurre un esfuerzo inspiratorio intenso durante el 
cual sobreviene el clásico graznido que dio nombre a esta enfermedad. En conjunción con 
un paroxismo, puede producirse cianosis, salivación, lagrimeo y vómitos. Curiosamente, 
entre los paroxismos, los niños afectados se comportan normalmente sin dificultades 
respiratorias. La enfermedad clásica ocurre con mayor frecuencia en infecciones de niños 
no vacunados. 
Entre las complicaciones comunes de esta enfermedad se incluyen: neumonía, 
otitis media, convulsiones, y encefalopatías. La neumonía puede ser un evento primario 
en respuesta a la infección por B. pertussis o puede resultar de una infección secundaria 
con otros patógenos. Las convulsiones y encefalopatía se deben probablemente a la 
hipoxia cerebral asociada con los paroxismos severos. La etapa paroxística dura de 2 a 8 
semanas. La transición a la etapa convaleciente es gradual y se asocia con una 
disminución inicial en la frecuencia y gravedad de los paroxismos. La etapa convaleciente 





La mayoría de las muertes debidas a la infección por pertussis ocurre en infantes, 
especialmente durante el primer año de vida. La fuente de infección es frecuentemente un 
miembro del grupo familiar, tanto adolescente como adulto [38]. La infección neonatal 
es particularmente grave, con hasta un 3% de riesgo de muerte. En neonatos, el síntoma 
inicial es con frecuencia apnea, y aunque los bebés tosen, su tos es tan débil que a menudo 
no es detectada. En infantes, la gravedad de la enfermedad y el riesgo de muerte se 
correlaciona directamente con la manifestación de leucocitosis [39]. La tos convulsa 
causa leucocitosis aguda con recuentos mayores a 20.000 células/μl, particularidad que la 
caracteriza, pudiendo alcanzar valores mayores a 100.000 células/μl [40]. La leucocitosis 
puede contribuir a la hipertensión pulmonar observada en infantes críticamente enfermos 
al bloquear los capilares pulmonares y restringir el flujo sanguíneo [39]. A su vez, la 
hipertensión pulmonar puede conducir a insuficiencia y shock cardíaco, observado 
frecuentemente en casos fatales de tos convulsa [41]. 
 
1.3.2. Manifestaciones atípicas 
Entre individuos inmunizados, especialmente adolescentes y adultos, los casos 
asintomáticos son comunes [42-44] y se presentan como una enfermedad respiratoria leve 
(catarro, lagrimeo, estornudos, conjuntivitis, irritación de la garganta, o tos de más de 21 
días de duración) [45, 46], aunque también puede presentarse como una infección con 
sintomatología clásica. La mayoría de los adultos y adolescentes que tienen tos convulsa 
han tenido una infección previa por B. pertussis y/o han sido vacunados [47, 48]. Las 
segundas infecciones son generalmente mucho más leves que la primera infección [49]. 
Se ha observado que entre el 12 y 52 % de los adolescentes y adultos que sufren episodios 
de tos durante periodos prolongados (más de 21 días sin causa aparente) presentan 
evidencia serológica de infección con B. pertussis [1]. 
 
1.3.2 Infecciones con otras especies de Bordetella 
B. parapertussis en humanos puede causar desde infecciones asintomáticas a tos 
convulsa leve o clásica [1]. Por otro lado, B. bronchiseptica causa ocasionalmente 
infecciones respiratorias en humanos, principalmente en individuos 
inmunocomprometidos [1]. B. holmesii fue inicialmente detectada como causante de 
bacteriemia en pacientes con enfermedades subyacentes y posteriormente fue aislada del 





1.4. Tratamiento  
 
La infección de niños menores de 6 meses requiere hospitalización debido a las 
complicaciones que pueden producirse como, por ejemplo, apnea, hipoxia y dificultad 
para respirar. El tratamiento con antibióticos tiene su máxima efectividad en el periodo 
de incubación, siendo menor en el catarral. Una vez establecida la tos paroxística, el 
tratamiento no disminuye significativamente el curso clínico de la enfermedad, pero 
reduce las posibilidades de transmisión a otras personas. Anteriormente la eritromicina 
era la droga de elección para el tratamiento de pertussis, sin embargo, su utilización fue 
asociada con una serie de efectos adversos entre los que se incluyen hipertrofia pilórica, 
estenosis en infantes y arritmias cardíacas. Actualmente se recomienda el uso de 
azitromicina y claritromicina [52]. En niños mayores de dos meses de edad con alergia o 
intolerancia a macrólidos se puede utilizar trimetoprima en combinación con 
sulfametoxazol. Como fármacos coadyuvantes para el tratamiento sintomático de los 
paroxismos de tos se han empleado el salbutamol, los corticoides [53] y la globulina 
hiperinmune anti-pertussis [54]. Los dos primeros se emplean con frecuencia tanto en 
tratamiento ambulatorio como hospitalario. Sin embargo, hasta el momento, no hay 
estudios controlados suficientemente amplios que hayan demostrado su eficacia. El suero 
hiperinmune obtenido de adultos en fase de convalecencia de tos convulsa o de adultos 
vacunados ha sido utilizado en décadas pasadas, sin embargo, el beneficio de su uso no 
ha sido significativo [53], por lo que hasta el momento no está justificado su empleo. 
Se ha propuesto recientemente el uso de dos fármacos para disminuir la respuesta 
proinflamatoria del huésped y así evitar los efectos adversos de la fase aguda de la tos 
convulsa. El primero de ellos es la acetazolamida, un inhibidor de la enzima anhidrasa 
carbónica, cuya administración reduce la patología inflamatoria pulmonar en ratones 
infectados con B. pertussis [55]. La inhibición de la enzima anhidrasa carbónica 
disminuiría los niveles de bicarbonato exportados por el transportador pendrina, un 
intercambiador de aniones presente en las células epiteliales [56]. Un estudio reciente 
demostró que la toxina pertussis produce un aumento marcado en la expresión del 
transportador pendrina en células del epitelio respiratorio [55], y que la actividad de este 
transportador modularía el pH del epitelio a niveles óptimos para la actividad de 
mediadores proinflamatorios [57]. Otro fármaco propuesto es el 2-amino-4-(4-





(S1PR) presente en células mieloides [57]. La esfingosina-1-fosfato (S1P) es un 
esfingolípido que regula muchos procesos celulares importantes, incluida la señalización 
de la respuesta del sistema inmune [58]. El tratamiento con AAL-R reduce la letalidad de 
la infección con B. pertussis en un modelo murino neonatal, probablemente mediante la 
regulación negativa de un componente clave involucrado en la estimulación de la 
respuesta inflamatoria a la infección bacteriana [57]. Si bien estos fármacos están 
aprobados para su uso en humanos, todavía no hay estudios que demuestren su efectividad 
en el tratamiento de la tos convulsa. 
 
1.5. Factores de virulencia 
 
1.5.1. Factores de virulencia regulados por el sistema BvgAS 
B. pertussis posee una gran variedad de factores de virulencia y la expresión de la 
mayoría de éstos se encuentra regulada por el sistema de dos componentes formado por 
las proteínas BvgA y BvgS [59]. 
 
1.5.1.1. Toxina Pertussis (PT) 
La toxina pertussis (PT) fue una de las primeras toxinas identificadas de B. 
pertussis [60] y es uno de los factores de virulencia más estudiados. PT, que es sintetizada 
y secretada exclusivamente por B. pertussis, es una toxina de tipo AB5 que cataliza la 
ribosilación de ADP de la subunidad α de proteínas G triméricas de las células del 
huésped [61]. Esta toxina está compuesta por una subunidad catalítica (la subunidad A) 
y cinco subunidades de unión a membrana o de transporte (subunidades B, que forman el 
pentámero B), que se ensamblan en el periplasma y luego se exportan mediante un sistema 
de secreción de tipo IV que está codificado por el locus ptl (del inglés, pertussis toxin 
liberation) [62]. La toxina PT puede unirse a casi cualquier glicoproteína que contenga 
ácido siálico [63] y, por lo tanto, se han identificado y caracterizado múltiples receptores 
en una amplia gama de tipos celulares in vitro [64]. Sin embargo, se desconocen los 
blancos celulares específicos de PT en la infección in vivo [59]. Después de la unión con 
el receptor en la membrana celular, PT entra en la célula huésped por endocitosis mediada 
por receptor y sigue una ruta de transporte retrógrada al aparato de Golgi y luego al 
retículo endoplásmico (RE) [65]. La subunidad A sale del RE y es activada en el 





cisteína de la subunidad α de las proteínas G heterotriméricas, algunas de las cuales son 
proteínas G inhibitorias. Entre otros efectos, esta modificación elimina la capacidad de 
estas proteínas G inhibitorias para inhibir la actividad de la adenilato ciclasa del huésped 
(lo que resulta en niveles elevados de AMP cíclico [cAMP] en la célula) y bloquea otras 
enzimas y vías reguladas por proteínas G [64, 66], lo que lleva a la desregulación de la 
respuesta inmune. PT inhibe la migración de células que expresan receptores de 
quimoquinas acoplados a proteína G in vitro, como neutrófilos, monocitos y linfocitos 
[67]. En modelos murinos, la expresión de PT por B. pertussis se correlaciona con una 
producción disminuida de citoquinas y quimoquinas proinflamatorias y un aumento de la 
colonización bacteriana al comienzo de la infección [68, 69]. PT retarda el reclutamiento 
de neutrófilos a los pulmones reduciendo la capacidad de los anticuerpos opsonizantes 
anti-B. pertussis de mediar la eliminación de la bacteria [69]. Además, se ha encontrado 
que PT interfiere con la expresión de moléculas presentadoras de antígenos en 
macrófagos [70] e incrementa la expresión de CR3 en estas células [71], favoreciendo así 
la unión de B. pertussis a este tipo celular a través de la hemaglutinina filamentosa (FHA), 
la principal adhesina de este patógeno. Experimentos en ratones han sugerido que PT 
inicialmente actúa sobre los macrófagos alveolares [72]. PT también altera la expresión 
de moléculas de superficie en las células dendríticas [73] reduciendo la respuesta 
adaptativa y promoviendo la reinfección de individuos. Si bien éstas y otras 
observaciones en modelos animales sugieren que PT contribuye al establecimiento de la 
infección al suprimir la inflamación temprana e inhibir la acción microbicida de las 
células inmunes, no se sabe si PT induce estos efectos durante la infección en humanos 
[59]. Más aún, se ha demostrado que la presencia de PT es la causante de la linfocitosis 
extrema que ocurre en los casos de tos convulsa, por lo que suele llamársela factor 
promotor de linfocitosis, [74] y los anticuerpos contra esta toxina protegen contra la 
sintomatología de la enfermedad [54].  
 
1.5.1.2. Toxina Adenilato Ciclasa (CyaA) 
La toxina adenilato ciclasa (CyaA), que es un miembro de la familia de toxinas 
RTX (del inglés, repeats in toxin), está codificada por el gen cyaA y es producida por 
todas las especies de Bordetella que infectan mamíferos [75]. CyaA es modificada 
mediante palmitoilación por CyaC y posteriormente es secretada por el sistema de 





módulos funcionales distintos: el dominio C-terminal, que contiene las repeticiones RTX, 
media la unión a las células blanco y es responsable de la actividad hemolisina al formar 
poros selectivos de cationes en la membrana plasmática eucariota [78, 79]; y el dominio 
N-terminal, que es una adenilato ciclasa dependiente de calmodulina que convierte ATP 
en AMP cíclico (cAMP) [80, 81]. Estudios recientes indican que CyaA puede adoptar 
múltiples conformaciones con distintas capacidades para afectar la formación de poros o 
la translocación de la adenilato ciclasa en la célula huésped [82]. Por lo tanto, los efectos 
observados de CyaA en diferentes tipos celulares son el resultado de una combinación de 
permeabilidad iónica, aumento en los niveles de cAMP (que conduce a la perturbación 
de la transducción de señales mediadas por este segundo mensajero) y posiblemente, el 
agotamiento del ATP intracelular [59]. Aunque CyaA puede intoxicar muchos tipos 
celulares, se une con alta afinidad al receptor de complemento 3 (CR3, también conocido 
como integrina αMβ2 o CD11b/CD18 o Mac-1), que está presente en neutrófilos, 
macrófagos y células dendríticas [83]. Los trabajos iniciales con esta toxina 
correlacionaron la producción de cAMP dependiente de CyaA en neutrófilos humanos 
con la inhibición de la fagocitosis y el estallido respiratorio, que favorece la persistencia 
bacteriana [84]. Estudios más recientes han demostrado que CyaA bloquea la fagocitosis 
dependiente del complemento por los macrófagos [85] e interfiere con los mecanismos 
bactericidas dependientes de especies reactivas de nitrógeno en este tipo celular [86]. 
Además, esta toxina también suprime la activación y la quimiotaxis de las células T [87]. 
En modelos murinos, las bacterias deficientes en CyaA se eliminan más rápido que las de 
tipo salvaje [88], y los estudios que utilizan ratones inmunodeficientes y neutropénicos 
sugieren que CyaA tiene un papel crucial en permitir que las bacterias resistan la 
eliminación mediada por neutrófilos [89]. Nuestro grupo ha demostrado recientemente 
que tanto CyaA como PT manipulan la respuesta bactericida e inflamatoria de los 
macrófagos infectados con B. pertussis, favoreciendo la persistencia intracelular de este 
patógeno [90]. 
 
1.5.1.3. Hemaglutinina Filamentosa (FHA) 
FHA es una proteína fibrilar de 2-4 nm de diámetro y 100 nm de longitud, muy 
inmunogénica, que puede estar asociada a la superficie bacteriana o ser liberada al medio 
extracelular [91]. FHA, que está codificada por el gen fhaB, es la principal adhesina de 





que sufre varias modificaciones hasta generar la proteína FHA madura de 220 kDa, la 
cual es exportada a través de la membrana citoplasmática por un sistema dependiente de 
péptido señal y de la maquinaria de exporte Sec [92, 93]. Su transporte y secreción a 
través de la membrana externa requiere la proteína accesoria FhaC, localizada en la 
membrana externa. Ambas proteínas conforman un sistema de secreción de dos 
componentes (del inglés, two-partner secretion [TPS] system) [94]. Una vez localizada 
en la superficie celular, FHA puede ser liberada al medio extracelular a través del clivaje 
mediado por la proteasa SphB1 [95]. La liberación de FHA por acción de la proteasa 
SphB1 es importante para la colonización de B. pertussis, ya que facilita la dispersión de 
las bacterias de las microcolonias iniciales a nuevos sitios de infección en el tracto 
respiratorio [96]. FHA es necesaria y suficiente para mediar la adherencia bacteriana a 
varios tipos de células eucariotas in vitro [97]. Estudios in vitro, empleando diferentes 
líneas celulares de mamíferos, sugieren que FHA contiene al menos tres dominios 
involucrados en la adhesión de B. pertussis a las células del hospedador. El triplete Arg-
Gly-Asp (RGD) promueve la adhesión a macrófagos, leucocitos polimorfonucleares 
(PMNs) y otros tipos celulares mediante la unión a integrinas (LRI, αvβ3 y IAP, CD47) y 
al receptor CR3 (CD11b/CD18, αMβ2, Mac-1), presentes en estos tipos celulares [98-100]. 
Específicamente, el dominio RGD de FHA participa en la unión a la integrina VLA-5 
(del inglés, very late antigen 5, α5β1) de células epiteliales bronquiales [101] y esta unión 
induce la activación de NF-κB, lo que conduce a un incremento en la expresión de la 
molécula de adhesión ICAM-1 (del inglés, epithelial intercelular adhesion molecule 1) 
[102, 103]. El aumento de ICAM-1 está involucrado en el reclutamiento de leucocitos y 
su activación en el sitio de infección. FHA también posee un dominio de interacción con 
carbohidratos (CRD), el cual media la adhesión a células epiteliales respiratorias ciliadas 
y macrófagos in vitro [104]. Además, FHA presenta actividad de unión tipo lectina con 
afinidad por heparina y otros carbohidratos sulfatados, que se encuentra involucrada en 
la adhesión a células epiteliales no ciliadas. Este sitio de unión a heparina es necesario 
para la hemaglutinación mediada por FHA [105]. Un hallazgo interesante descripto por 
nuestro grupo indica que la actividad adhesina de FHA se ve influenciada por la presencia 
de adenilato ciclasa (CyaA) en la membrana bacteriana [106]. Si CyaA no se encuentra 
expresada, como es el caso de B. pertussis en fase intermedia, la interacción de FHA con 
las células epiteliales es menos eficiente pero no se encuentra inhibida por heparina 
sugiriendo que CyaA modifica el dominio de unión de FHA a polisacáridos sulfatados 





factores de virulencia [107]. Por último, se ha encontrado que FHA media la interacción 
de B. pertussis con dominios de membrana ricos en colesterol (balsas lipídicas) a través 
de su interacción con colesterol y proteínas presentes en estos dominios. Esta interacción 
favorece no sólo la adhesión e internalización de B. pertussis a la célula huésped sino 
también su sobrevida intracelular [108, 109].  
 
1.5.1.4. Fimbrias (Fim) 
B. pertussis produce fimbrias (Fim), también conocidas como pili de tipo I, que 
son estructuras proteicas poliméricas de tipo filamentoso localizadas en la superficie 
bacteriana, conformadas por dos subunidades, una mayor y una menor. Existen dos 
serotipos principales de subunidad mayor de fimbria, Fim2 y Fim3, que comparten una 
subunidad menor común denominada FimD, que se ubica en la punta de este pili [110]. 
El gen fimD forma parte del operón fimBCD, el locus funcional para la biosíntesis de 
fimbria, que incluye a la chaperona FimB y al acomodador FimC [111]. Este operón se 
encuentra ubicado entre los genes fhaB y fhaC [112]. Los genes fim2 y fim3, que codifican 
las dos subunidades fimbriales principales, se ubican en otra parte del cromosoma y 
pueden experimentar variación de fase [113]. También se ha identificado un gen que 
codifica para una subunidad mayor alternativa denominado fimX [114], que aunque es 
expresado en muy bajos niveles in vitro [115], estaría fuertemente expresado in vivo 
[116]. Varios estudios sugieren que Fim interviene en la adhesión de B. pertussis al 
epitelio respiratorio a través de Fim2 y Fim3, y a monocitos por medio de FimD [117, 
118]. Fim interacciona también con azúcares sulfatados que se encuentran comúnmente 
en el tracto respiratorio, como heparina, condroitín y dextrano [119]. Se ha demostrado 
que FimD interviene en la adhesión de B. pertussis no opsonizada a VLA-5 en la 
superficie de monocitos provocando un aumento de expresión de CR3 e incrementando 
los sitios de interacción para FHA y CyaA [117, 120]. 
Se ha encontrado que la inclusión de Fim en las formulaciones vacunales 
acelulares aumenta la eficacia de éstas y que los anticuerpos anti-Fimbria contribuyen a 
la protección contra B. pertussis [121, 122]. Nuestro grupo demostró que la actividad 
protectora de los anticuerpos anti-Fim está basada en su gran actividad aglutinante, la cual 
interfiere significativamente en la capacidad de B. pertussis de interaccionar con las 






1.5.1.5. Sistema de Secreción de Tipo III (SST3) 
B. pertussis posee un sistema de secreción de tipo III (SST3), denominado Bsc, 
que está regulado positivamente tanto por BvgAS [124] como por la disponibilidad de 
hierro [125]. El SST3 es un aparato secretor especializado que permite a las bacterias 
Gram-negativas inyectar proteínas, llamadas efectores, directamente en el citoplasma de 
células eucariotas [126]. Las proteínas inyectadas generalmente se asemejan a factores 
eucarióticos con funciones de transducción de señales y son capaces de interferir en las 
vías de señalización de la célula huésped, resultando en el desarme de las respuestas 
inmunes del huésped o en la reorganización del citoesqueleto. Este sistema se estudió 
fundamentalmente en B. bronchiseptica, dado que se expresa constitutivamente 
facilitando su estudio. En este patógeno el SST3 induce muerte necrótica independiente 
de caspasas en una amplia gama de tipos celulares in vitro [127]. Las mutaciones que 
eliminan la actividad del SST3 disminuyen la persistencia bacteriana en las vías 
respiratorias inferiores de ratas y ratones [128, 129]. La infección de ratones con mutantes 
de B. bronchiseptica defectivos en el SST3 también da como resultado una respuesta de 
anticuerpos más robusta. Asimismo, los esplenocitos reestimulados de animales que han 
sido infectados con estos mutantes muestran una producción incrementada de la citoquina 
proinflamatoria IFN-ɤ y una producción disminuida de la citoquina antiinflamatoria IL-
10 [130]. En este sentido, se ha demostrado que el IFN-ɤ facilita la eliminación de B. 
bronchiseptica del tracto respiratorio inferior, mientras que la IL-10 retrasa la eliminación 
bacteriana [130]. En conjunto, estas observaciones sugieren que el SST3 tiene un papel 
inmunomodulatorio que promueve la persistencia en el tracto respiratorio inferior de 
Bordetella, sin embargo, la base molecular de este fenómeno aún no se conoce.  
A pesar de los esfuerzos concertados de varios grupos de investigación, solamente 
una proteína efectora, BteA (también llamada BopC), se ha identificado como un factor 
translocado por el SST3 [131, 132]. Se ha propuesto un segundo efector, BopN [133], 
pero hasta el momento no existe evidencia de que sea translocado por el SST3. BteA es 
suficiente para causar citotoxicidad in vitro, y las mutaciones en bteA reproducen los 
fenotipos que están asociados con la eliminación de la actividad del SST3 in vitro e in 
vivo [129, 131]. Tras la translocación a las células huésped, el dominio de 
direccionamiento N-terminal de BteA produce la localización de este efector en las balsas 
lipídicas ricas en ezrina que median la unión bacteriana [134]. Los mecanismos 





Quizás la pregunta más intrigante con respecto al SST3 se relaciona con el rol que 
cumple en la infección por B. pertussis. A pesar de que en esta especie los genes del SST3 
están intactos, tanto su secuencia como aquellos implicados en la regulación de su 
expresión, y que los alelos bteA son funcionalmente intercambiables entre las subespecies 
de Bordetella [124, 134], no se ha encontrado las condiciones en las cuales este sistema 
se expresa o cual es la función que cumple en la patogénesis de B. pertussis. 
Recientemente se publicaron resultados que sugieren la expresión de este sistema in vivo 
[135]. Aunque generalmente no se observa actividad relacionada al SST3 en cepas de B. 
pertussis adaptadas al laboratorio, se encontró que la proteína Bsp22, que forma el 
complejo de punta del SST3 y es utilizada como un marcador de la activación de este 
sistema, se encuentra expresada y es secretada por aislados clínicos in vitro [135]. 
Además, la mutación del gen bscN, que codifica para la ATPasa que da energía al SST3, 
en cepas clínicas da como resultado la inducción de una producción elevada de citoquinas 
proinflamatorias en el ratón y una eliminación acelerada de B. pertussis de los pulmones 
de ratones infectados, sugiriendo que este sistema es funcional y relevante para la 
patogénesis de esta bacteria [135]. En este sentido, se ha demostrado que en B. pertussis 
la actividad de SST3 se pierde tras los sucesivos repiques in vitro y se recupera después 
del contacto con el huésped [136]. Esta diferencia en la activación del SST3 entre las 
especies de Bordetella puede deberse a la regulación diferencial de este sistema por BtrA, 
una proteína que inhibe la función del SST3 [137]. Ahuja y col. demostraron que BtrA 
regula de forma diferencial la expresión de genes del SST3, tanto en B. pertussis como 
en B. bronchiseptica [138]. La eliminación de btrA en B. pertussis activa la secreción del 
SST3 y aumenta la expresión de los genes relacionados a este sistema como bopB, bopD, 
bopN, bsp22, bscN y bteA. Este hallazgo sugiere que el SST3 es completamente funcional 
en B. pertussis, pero su expresión y activación está reprimida por el nodo regulador de 
BtrA, que ejercería una inhibición mayor en esta especie en comparación con B. 
bronchiseptica. 
 
1.5.1.6. Pertactina (Prn) y otros autotransportadores 
B. pertussis expresa distintas proteínas de membrana externa que pertenecen a la 
familia de autotransportadores. Esta familia incluye diversas proteínas funcionalmente 
diferentes, como proteasas, adhesinas, toxinas, lipasas e invasinas cuya característica 





primer miembro de esta familia descripto en Bordetella fue pertactina (Prn), una proteína 
de 69 kDa que posee un motivo RGD y regiones ricas en prolina y repeticiones de leucina, 
ambos dominios potencialmente involucrados en la adhesión de la bacteria a células del 
hospedador [139, 140]. Estudios realizados por nuestro grupo sugieren que anticuerpos 
anti-Prn juegan un rol crucial en la protección contra B. pertussis debido a su capacidad 
opsonizante, capaz de promover la inmunoeliminación mediada por células [141, 142]. 
En estos estudios se observó además que Prn es el único antígeno incluido en las 
formulaciones de vacunas acelulares actuales que induce anticuerpos opsonofagocíticos 
[141], lo cual explica la importancia de su inclusión en tales vacunas [143] y la aparición 
de cepas circulantes que expresan Prn con variaciones en regiones implicadas en el 
reconocimiento inmune [144] o incluso, más recientemente, cepas que carecen de la 
expresión de este antígeno [145-147]. La pertactina es una proteína que no está 
involucrada en la patogénesis lo cual ha determinado que la mayoría de las cepas 
circulantes en países donde se ha usado la vacuna acelular por más de una década no 
expresan Prn como consecuencia de una inmunoselección dirigida por vacunación [148-
150]. 
Otros autotransportadores identificadas como factores de virulencia de B. 
pertussis incluyen: TcfA, originalmente clasificado como un factor de colonización 
traqueal [151], BrkA [152], SphB1 [95], Vag8 [153] y BapC [154]. BrkA y BapC le 
confieren a B. pertussis cierta resistencia a la activación de la vía clásica del complemento 
[152, 154, 155] y a los péptidos antimicrobianos [154, 156]. Vag8 es otro de los 
autotransportadores utilizados por B. pertussis para evadir la actividad bactericida del 
sistema de complemento, interviniendo principalmente en la vía clásica y de las lectinas 
[157, 158]. Se ha sugerido que BapC podría estar involucrada en la adhesión de B. 
pertussis a células del hospedador [159]. SphB1, como ya se indicó, es una proteasa que 
interviene en la liberación de FHA al medio extracelular [95]. 
 
1.5.1.7. Toxina Dermonecrótica (DNT) 
DNT es una toxina de tipo A-B compuesta por un dominio N-terminal de unión a 
receptor y un dominio enzimático C-terminal [160, 161] que se encuentra regulada 
positivamente por BvgAS [162]. Esta toxina posee actividad transglutaminasa y causa la 
activación constitutiva de GTPasas Rho intracelulares [163, 164]. Estas GTPasas regulan 





celular, entre otros [165], y su activación por la DNT provoca la reorganización de los 
filamentos de actina [166] y la intoxicación celular. Aunque el receptor de DNT no ha 
sido identificado, se sabe que esta toxina es internalizada y luego escindida por proteasas 
de las células eucariotas como furina, lo cual es indispensable para su actividad [167]. A 
pesar que DNT carece de una secuencia señal típica para su exportación y no es secretada 
por bacterias en cultivo [160], estos hechos no excluyen la posibilidad de que esta toxina 
sea secretada durante la colonización del huésped, mediante un mecanismo de secreción 
aun no caracterizado [168]. 
 
1.5.1.8. Cápsula 
La cápsula es una matriz compleja de polisacáridos que rodea a las bacterias y las 
protege contra una variedad de condiciones ambientales desfavorables [169]. Es 
considerado un factor esencial en la virulencia de las bacterias patógenas ya que 
proporciona resistencia contra diversos mecanismos de defensa del huésped. Neo y col. 
reportaron la presencia de una microcápsula intacta producida en la superficie de B. 
pertussis cuya síntesis es regulada por BvgAS [169]. Si bien este reporte podría confirmar 
estudios previos, que describieron a B. pertussis como un microorganismo encapsulado 
[170], aún hay dudas de la existencia de cápsula en esta bacteria y se desconoce el rol que 
podría cumplir en la patogénesis de este microrganismo. 
 
1.5.2. Regulación por el sistema de dos componentes BvgAS 
La expresión de los factores de virulencia mencionados anteriormente se 
encuentra regulada por el sistema de dos componentes formado por las proteínas BvgA y 
BvgS, codificadas en el locus bvgAS (del inglés, bordetella virulence genes) [59]. BvgAS 
controla cientos de genes en el género Bordetella en respuesta a cambios en las 
condiciones ambientales, incluyendo genes que codifican estructuras presentes en la 
superficie bacteriana y proteínas secretadas involucradas en la patogénesis, factores 
necesarios para la supervivencia fuera del huésped, enzimas involucradas en el 
metabolismo celular y sistemas regulatorios adicionales [162]. BvgA es una proteína 
reguladora de respuesta (RR) con un dominio receptor (Rec) en su extremo amino 
terminal y un dominio de unión a ADN de tipo hélice-giro-hélice (HTH) en su extremo 





que contiene dos motivos tipo venus atrapamoscas (venus flytrap, VFT) en su extremo N-
terminal, con localización periplasmática, implicados en la detección de moléculas 
señales que regulan su actividad [172] (Figura 1.1). A continuación de los dominios VFT 
se encuentra una región que atraviesa la membrana interna, seguida por un dominio PAS 
localizado en el citoplasma, un dominio histidina quinasa (HK), un dominio receptor 
(Rec) y un dominio histidina fosfotransferasa (Hpt). Durante el crecimiento in vitro en 
medio de cultivo a 37 °C, BvgS está activo y usa ATP para fosforilar una histidina 
conservada en su dominio HK [173]. El grupo fosforilo se transmite posteriormente a un 
aspartato en el dominio Rec, luego a una histidina en el dominio Hpt y finalmente a un 
aspartato en el dominio Rec del regulador de respuesta BvgA [173] (Figura 1.1). Una 
vez fosforilado BvgA se dimeriza y se une al ADN en la secuencia consenso heptamérica 
TTT(C/C)NTA [174] para activar o reprimir la transcripción [175, 176]. Aunque la señal 
o señales a las que responde BvgS en la naturaleza se desconocen, el crecimiento a baja 
temperatura (por debajo de 25 °C) o en presencia de sulfato (como por ejemplo MgSO4) 
o ácido nicotínico (que son denominados moduladores químicos) inactivan a BvgS y, por 
lo tanto, BvgA permanece sin fosforilación y no puede regular la transcripción [59]. Es 
importante destacar que esta regulación no es del tipo encendido-apagado, sino que 
responde a los distintos moduladores a modo de reóstato, controlando la expresión de 
distintos genes en respuesta a variaciones sutiles en las condiciones del entorno [174, 177-
180]. El domino PAS de BvgS estaría involucrado en la detección de moléculas 
intracelulares cuya abundancia reflejaría el estado metabólico de la bacteria, y los 
cambios en la concentración de estos componentes podrían afectar la señalización de 
BvgS [181], que explicaría el comportamiento de tipo reóstato atribuido a este sensor. 
Aunque además de la temperatura no se conocen otros reguladores in vivo, se cree que la 
regulación diferencial de los factores de virulencia en respuesta a los distintos ambientes 
encontrados tanto dentro del hospedador como durante la transmisión a otros 






Figura 1.1: El sistema regulador BvgAS. BvgS es una proteína sensor histidina quinasa 
multidominio que contiene (desde el extremo amino hasta el carboxilo terminal) dos dominios venus 
atrapamoscas (VFT1 y VFT2), un dominio transmembrana, un dominio PAS, un dominio histidina quinasa 
(HK), un dominio receptor (Rec) y un dominio de fosfotransferencia de histidina (Hpt). BvgA es una 
proteína reguladora de respuesta que tiene un dominio Rec N-terminal y un dominio de hélice-giro-hélice 
(HTH) C-terminal. BvgS se activa a 37 °C y se autofosforila en una histidina conservada (H) en el dominio 
HK. El grupo fosforilo se transfiere luego al dominio Rec, seguido del Hpt y finalmente al dominio Rec de 
BvgA. BvgA fosforilado (BvgA-P) dimeriza y activa la expresión de genes asociados a virulencia (vag 
loci) y reprime la expresión de genes reprimidos por virulencia (vrg loci). BvgS se inactiva y permanece 
sin fosforilación cuando las bacterias crecen a baja temperatura (< 25 °C) o a 37 °C en presencia de 
moduladores químicos (como sulfato de magnesio (MgSO4) o ácido nicotínico). Fuente: Melvin, J. y col. 
(2014) Nat. Rev. Microbiol. 
Al menos tres fases fenotípicas han sido identificadas in vitro reguladas por 
BvgAS, denominadas fase virulenta (Bvg+), fase intermedia (Bvgi) y fase avirulenta 
(Bvg−) [174], que surgen como respuesta a cambios graduales en las concentraciones de 
agentes moduladores (como MgSO4 o ácido nicotínico) o a cambios en la temperatura del 
cultivo (Figura 1.2). Este fenómeno de transición de fase es reversible y se conoce como 
modulación fenotípica [182]. Cuando la bacteria crece a 37 °C, en ausencia de MgSO4 o 





vag (del inglés, virulence activated genes). Simultáneamente, se reprime la transcripción 
de los genes vrg (del inglés, virulence repressed genes) mediante la proteína BvgR, cuya 
expresión es activada por BvgA [183, 184]. En base a experimentos in vitro, los genes 
regulados por BvgAS fueron clasificados en cuatro clases de acuerdo con diferencias 
temporales en su expresión [162, 185, 186]. Los genes de clase 1 (vag tardíos), presentan 
una cinética de inducción relativamente lenta, requiriendo mayores niveles de BvgA-P 
para su expresión [185]. Los genes vag tardíos incluyen el operón ptx-ptl (que codifica 
PT y su sistema de transporte); el operón cyaA-E (que codifica CyaA) y el operón bsc 
(que codifica el SST3). Los genes de clase 2 (vag tempranos) responden rápidamente a la 
activación y requieren bajas concentraciones de BvgA-P para su inducción [185] e 
incluyen a fhaB (que codifica la hemaglutinina filamentosa; FHA), genes fim (que 
codifican fimbrias) y también a bvgAS. Por lo tanto, bvgAS está autorregulado 
positivamente, lo que confiere un nivel de control adicional [187]. La necesidad de 
distintos niveles de BvgA-P para transcribir los diferentes vag está determinado por la 
localización y la afinidad de los sitios de unión de BvgA-P a sus respectivos promotores 
[188]. Este patrón de expresión de los genes vag fue confirmado in vivo [186] y se cree 
que le permitiría a la bacteria adaptar la expresión de sus factores de virulencia de acuerdo 
a los diferentes estadios de la infección o a los nichos en los cuales se encuentre. Cuando 
B. pertussis se cultiva a 25 °C ó a 37 °C en presencia de MgSO4 o ácido nicotínico, se 
inactiva la fosforilación de BvgAS, por lo que es incapaz de activar la transcripción de 
los genes vag, mientras que los genes clase 4 (loci vrg) se expresan debido a la ausencia 
del represor BvgR, dando lugar a la fase Bvg− o avirulenta. El loci vrg incluye genes 
relacionados con la biosíntesis del lipooligosacárido (LOS) y de polisacáridos de cápsula 
en B. pertussis [189]. La fase intermedia (Bvgi) ocurre cuando las bacterias crecen en 
presencia de concentraciones bajas de moduladores químicos o en las primeras horas 
después del cambio de las condiciones inductoras de fase Bvg− a condiciones inductoras 
de fase Bvg+. Esta fase se caracteriza por la ausencia de expresión de los genes clase 1 
(vag tardíos) y clase 4 (vrg), la expresión de los genes clase 2 (vag tempranos) [174] y 
genes expresados exclusivamente en esta fase intermedia (genes clase 3) [162], de los 
cuales el único gen caracterizado es bipA [174, 190], que codifica para una proteína que 
parece tener un papel importante durante las primeras etapas de colonización de las vías 






Figura 1.2: Fases fenotípicas reguladas por BvgAS en Bordetella. BvgAS controla cuatro clases 
de genes y tres fases fenotípicas distintas. El efecto de la activación de BvgAS en las diversas clases de 
genes se muestra en el panel superior. La fase Bvg+ ocurre cuando BvgAS está completamente activo y se 
caracteriza por la expresión máxima de genes que codifican adhesinas (genes de clase 2, como fhaB y fim, 
los niveles de expresión están indicados por la línea verde) y toxinas (genes de clase 1, como cyaA-E, ptx-
ptl y bsc, los niveles de expresión están indicados por la línea roja) y la expresión mínima de los genes de 
clase 3 y clase 4 (los niveles de expresión están indicados por líneas violeta y azul, respectivamente). La 
fase Bvg− ocurre cuando BvgAS está inactivo y se caracteriza por la expresión máxima de genes de clase 
4 (genes vrg, como los genes kps de síntesis de cápsula) y la expresión mínima de genes de clase 1, clase 2 
y clase 3. En particular, la regulación de algunos loci vrg es indirecta: cuando BvgAS está inactivo no activa 
la expresión de bvgR, que es un regulador negativo del loci vrg. La fase Bvgi ocurre cuando BvgAS está 
parcialmente activo y se caracteriza por la expresión máxima de genes de clase 2 y clase 3 y una expresión 
mínima de genes de clase 1 y clase 4. El único gen de clase 3 que se ha caracterizado hasta el momento es 
bipA. Fuente: Melvin, J. y col. (2014) Nat. Rev. Microbiol. 
Ensayos empleando sistemas reporteros de alta sensibilidad permitieron evaluar 
el funcionamiento del sistema de regulación por BvgAS in vivo en modelos animales y 
demostraron un patrón temporal de expresión de FHA, Prn, PT y CyaA similar al 





condiciones de entorno encontradas dentro del huésped permiten a la bacteria una mayor 
capacidad de inducción de los genes regulados por el sistema BvgAS [162]. 
Se ha postulado que factores ambientales tales como la baja temperatura en la 
zona nasofaríngea y durante la transmisión de hospedador a hospedador, podrían 
determinar la modulación de la virulencia de manera tal que al ingresar al hospedador la 
bacteria se encontraría en fase intermedia o avirulenta [192, 193]. De ser así, durante los 
primeros estadios de colonización, este patógeno podría no expresar las proteínas 
codificadas por los genes vag (bacterias en fase avirulenta o Bvg−). Una vez dentro del 
hospedador el cambio de temperatura induciría primero la expresión de adhesinas (vag 
tempranos) favoreciendo la interacción con las células del epitelio respiratorio. A las dos 
horas de la inducción de adhesinas, si las condiciones se mantienen, comenzaría la 
expresión de toxinas propias de la fase virulenta o Bvg+. Estas toxinas en general son las 
responsables de alterar los mecanismos de defensa del hospedador. La expresión de 
toxinas se relaciona con la fase aguda de la enfermedad y la sintomatología típica. Aunque 
no se conoce aún el rol de la modulación de estos factores de virulencia durante el ciclo 
infeccioso, la conservación de este sistema de dos componentes a lo largo de la evolución 
sugiere un rol relevante en la sobrevida bacteriana. 
 
1.5.3. Regulación por el sistema de dos componentes RisA/RisK 
B. pertussis presenta un segundo sistema de dos componentes denominado Ris 
(del inglés, regulator of intracellular stress response) que se encuentra interconectado 
con el sistema BvgAS. RisAS fue originalmente identificado en un estudio de 
mutagénesis al azar realizado para identificar genes involucrados en la sobrevida 
intracelular de B. bronchiseptica dentro de células eucariotas [194]. Este sistema se 
encuentra codificado en el locus risAS, que codifica para un regulador de respuesta RisA 
y un sensor con actividad quinasa RisS [194]. Este sistema de dos componentes presenta 
un alto grado de identidad de secuencia con los genes ompR-envZ de Escherichia coli 
involucrados en procesos de osmorregulación [195] y con los genes phoPQ de Salmonella 
enterica requeridos para la activación intrafagosomal de genes de virulencia [196, 197]. 
En el caso de B. bronchiseptica, se ha encontrado que la expresión de RisAS se encuentra 
inducida cuando la bacteria se encuentra en localización intracelular favoreciendo su 
sobrevida [194]. En B. pertussis el gen risS contiene un corrimiento en el marco de 





patógeno expresa una proteína RisA funcionalmente activa. Recientemente se ha 
identificado a RisK como la proteína sensor histidina quinasa encargada de fosforilar a 
RisA en B. pertussis, codificada en un gen ubicado por fuera del locus risAS [199, 200]. 
La eliminación de risA en B. pertussis conlleva a un defecto en la invasión de células 
epiteliales [198] y a una fuerte disminución de la transcripción de los genes vrg, lo que 
sugiere que RisA juega un papel antagónico al de BvgR en la regulación de estos genes 
[198, 201]. Se ha postulado que BvgR podría inhibir la expresión de los genes vrg 
previniendo la unión de RisA a los promotores de dichos genes, ya sea de forma directa 
compitiendo por la secuencia del promotor o indirectamente mediante la unión a RisA. 
También se ha postulado que BvgR podría interferir en la actividad de RisA a través de 
la degradación del segundo mensajero c-di-GMP, necesario para la acción de RisA sobre 
los promotores de los genes vrg [201]. En fase avirulenta (Bvg−) BvgR no se produce, 
por lo tanto, RisA puede activar la expresión de los genes vrg. Estudios transcriptómicos 
recientes han mostrado que RisA regula la expresión en B. pertussis de otros genes 
además de los vrg, incluyendo genes regulados por hierro y otros de función desconocida 
[200]. De cualquier manera, el rol que juega RisA/RisK en la patogénesis de B. pertussis 
continua en estudio.  
 
1.5.4. Regulación por el sistema de dos componentes PlrSR 
Un sistema de dos componentes recientemente caracterizado en B. pertussis que 
se encuentra interconectado con BvgAS, al igual que RisA/RisK, es el sistema PlrSR (del 
inglés, persistance in the low respiratory tract) [202]. PlrSR está involucrado en la 
detección de CO2 y/o O2 por B. bronchiseptica y es requerido para mantener BvgAS 
activo en los pulmones del ratón, pero no en la cavidad nasal, sugiriendo que PlrSR 
coordina mecanismos de virulencia específicos de ese sitio anatómico [202]. Es 
interesante destacar que PlrSR es requerido para lograr la persistencia de B. 
bronchiseptica en el tracto respiratorio inferior incluso cuando se utiliza una cepa mutante 
que activa constitutivamente BvgAS, sugiriendo la presencia de factores de virulencia 
independientes de BvgAS, pero dependientes de PrlSR, que son críticos para la 
supervivencia bacteriana en dicho sitio [202]. Se ha observado que PlrSR es requerido 
por B. pertussis para poder persistir en el tracto respiratorio inferior en un modelo de 
infección murino, sugiriendo que este sistema de dos componentes funcionaría de una 





1.5.5. Regulación post transcripcional mediada por la chaperona Hfq 
Hfq es una proteína de unión al ARN que desempeña una función clave en el 
control de la expresión génica en diversas especies bacterianas [203]. Esta proteína 
interviene en la interacción entre ARN reguladores pequeños y sus ARNm objetivo, 
afectando la traducción y estabilidad de los ARNm, cumpliendo así un papel importante 
en la regulación post transcripcional de muchas proteínas involucradas en procesos 
celulares en bacterias [203], incluida la producción de factores de virulencia. En B. 
pertussis, Hfq interviene en la expresión de factores de virulencia regulados por BvgAS, 
entre los que se encuentran CyaA, PT, FHA, Vag8, TcfA y genes del SST3 [204, 205]. 
La mutación en Hfq disminuye la producción de los factores de virulencia mencionados 
anteriormente y reduce tanto la sobrevida intracelular en macrófagos como la capacidad 
de colonizar ratones por B. pertussis [204, 205], indicando que la regulación post 
transcripcional de la expresión de los factores de virulencia mediada por Hfq es 
importante para la patogénesis de esta bacteria. 
 
1.5.6. Factores de virulencia no regulados por el sistema BvgAS 
No todos los factores de virulencia están regulados por el locus BvgAS. Existen 
factores de virulencia regulados independientemente del sistema BvgAS y otros de 
expresión constitutiva que se mencionan a continuación. 
 
1.5.6.1. Citotoxina Traqueal (TCT) 
La citotoxina traqueal (TCT) es un producto resultante de la degradación del 
peptidoglicano que es producido por todas las bacterias Gram-negativas y liberado 
durante el crecimiento. A diferencia de otras bacterias Gram-negativas, que reciclan el 
peptidoglicano por transporte al citoplasma por medio la proteína integral de membrana 
AmpG, Bordetella libera este producto al medio externo debido a que carece de dicha 
proteína [206, 207]. Por este motivo, TCT se expresa de forma constitutiva e 
independientemente del sistema BvgAS. TCT causa disfunción (ciliastosis) y muerte de 
células epiteliales ciliadas [208] resultando en la destrucción y extrusión de las mismas 
de la superficie epitelial [209]. La destrucción de las células ciliadas está relacionada con 
el incremento en la producción de óxido nítrico (NO) [210]. Se ha postulado que, in vivo, 





controla positivamente la expresión de la enzima NO sintetasa. Esto conduciría a una 
producción elevada de NO que luego difunde a las células ciliadas vecinas, más 
susceptibles a sus efectos tóxicos [210]. El óxido nítrico provoca el agotamiento del hierro 
intracelular lo cual deriva en la inactivación de enzimas que contienen hierro involucradas 
en la respiración mitocondrial y la síntesis de ADN. Como resultado de esta intoxicación 
celular, la unión entre células epiteliales se ve comprometida y ocurre la extrusión de 
células ciliadas. 
 
1.5.6.2. Lipooligosacárido (LOS) 
Como otras bacterias Gram-negativas, B. pertussis posee LPS en su membrana 
externa, una potente endotoxina bacteriana. El mismo está constituido por un lípido A 
pentaacilado anclado a la membrana externa que está unido a un complejo trisacárido 
central. B. pertussis no posee antígeno O (cadena de polisacáridos), característico del LPS 
de la mayoría de las bacterias Gram-negativas, por lo tanto el LPS de B. pertussis es 
llamado lipooligosacárido (LOS). El locus wlb, compuesto por doce genes (de wlbA a 
wlbL) codifica las enzimas involucradas en su biosíntesis y ensamblado [211]. El LOS de 
B. pertussis es pirogénico, mitogénico e histaminosensibilizante, siendo el lípido A de 
esta molécula la fracción endotóxica principal [212-214]. El LOS es responsable de la 
reactogenicidad y efectos adyuvantes de la vacuna celular. En contacto con células 
epiteliales, macrófagos y otras células del sistema inmune induce la expresión de 
citoquinas proinflamatorias (IL-1β, TNF-α, IL-12 y IL-8) lo cual conduce a la toxicidad 
sistémica o “shock inducido por endotoxina” [214]. Sin embargo, en comparación con el 
LPS de B. bronchiseptica, el LOS de B. pertussis es detectado de manera menos eficiente 
por el receptor TLR4 en ratones [215]. Asimismo, la estructura del LOS de B. pertussis 
sugiere que su capacidad para estimular TLR4 en humanos es aún más débil que su 
capacidad para estimular TLR4 en ratones [215]. Sobre la base de estas observaciones, se 
ha sugerido que B. pertussis ha evolucionado para causar una respuesta inflamatoria 
menor que B. bronchiseptica, que podría facilitar la persistencia durante la infección en 
humanos [215]. Además, la estructura del LOS protege a B. pertussis de los efectos de la 
proteína surfactante A (SP-A) presente en el epitelio respiratorio [216]. Posiblemente, la 
particular conformación (por ausencia de antígeno O) del LOS impide a SP-A interactuar 





actúa sinérgicamente con LOS induciendo la producción de NO en el epitelio respiratorio 
[209]. 
 
1.5.7. Sistemas de captura de hierro  
La gran mayoría del hierro de los vertebrados está secuestrado en la proteína de 
almacenamiento de hierro intracelular ferritina o está formando parte del grupo hemo 
como un cofactor de la hemoglobina o la mioglobina [217]. Además, el entorno aeróbico 
y el pH neutro del suero aseguran que el hierro extracelular sea insoluble y, por lo tanto, 
de difícil acceso por los patógenos invasores. Esta dificultad se ve reforzada por las 
proteínas transferrina y lactoferrina, que unen hierro con una afinidad muy elevada [217]. 
En conjunto, estos factores aseguran que la cantidad de hierro disponible para las 
bacterias invasoras sea mucho menor de lo que se requiere para promover su crecimiento 
[217]. Estos mecanismos activos de retención de hierro para prevenir el crecimiento 
bacteriano, junto con el secuestro de zinc y manganeso, forman parte de una de las 
primeras líneas de defensa del huésped contra la infección bacteriana denominada 
inmunidad nutricional [218]. Los microorganismos patógenos logran sobrevivir e infectar 
a expensas de sistemas de alta afinidad que le permiten obtener hierro a partir de las 
distintas fuentes que encuentran dentro del huésped. Estos sistemas son esenciales para 
la patogenicidad microbiana [219, 220]. B. pertussis posee varios sistemas que facilitan 
la adquisición de hierro en el hospedador (Tabla 1.1). Entre ellos se encuentra la 
producción del sideróforo alcaligina [221], el sistema de captura de xenosideróforos Bfe 
[222], el sistema de captura de hemo Bhu [223], los receptores de complejos hierro-
catecolaminas BfrD y BfrE [224], y el sistema Ftr de captura de Fe2+ que incluye al 
transportador IRP1-3 [225]. 
Tabla 1.1: Receptores involucrados en la captura de hierro de B. pertussis. 
Receptor Fuente de hierro / Función 
AlcABCDER – AlcS – FauA Sideróforo alcaligina 
BfeAB – BfeR Xenosideróforos 
BhuRSTUV – HurIR Hemo 
AfuA / FbpABC Transporte periplásmico de Fe3+ 
IRP1-3 / FtrABCD Transporte periplásmico de Fe2+ 






1.5.7.1. Captura de hierro mediada por sideróforos 
Los sideróforos son compuestos quelantes de hierro de bajo peso molecular que 
son secretados por bacterias y que unen Fe3+ con mayor afinidad que la transferrina y la 
lactoferrina [226]. B. pertussis produce el sideróforo tipo hidroxamato alcaligina [221]. 
El grupo de genes que codifica este sistema de captura se compone de cuatro unidades 
transcripcionales distintas: alcABCDER, que codifica enzimas involucradas en la 
biosíntesis del sideróforo; alcR, que codifica un regulador transcripcional inducible por 
alcaligina [227-229]; alcS, que codifica para la proteína exportadora de alcaligina [230]; 
y fauA, que codifica para un receptor de membrana externa que transporta la alcaligina 
férrica al interior celular [231]. En condiciones de limitación de hierro la expresión de 
alcABCDER y de fauA es inducida por el factor de trascripción Fur (del inglés, ferric 
uptake regulator) [232]. El ingreso de alcaligina férrica al interior de la bacteria, mediado 
por el receptor FauA, requiere del sistema TonB [227, 228, 231]. El complejo TonB-
ExbB-ExbD, referido como sistema TonB, interactúa con la mayoría de los receptores de 
membrana externa involucrados en la captura de hierro y provee la energía requerida para 
la transferencia de este metal al periplasma [233, 234]. La expresión del operón tonB-
exbBD de B. pertussis se activa también en condiciones de limitación en hierro [235].  
Alternativamente, los microorganismos pueden utilizar sideróforos producidos 
por otros organismos, llamados en este caso xenosideróforos [236]. B. pertussis no 
produce sideróforos de naturaleza catecol, como enterobactina, pero es capaz de capturar 
estos sideróforos sintetizados por otras especies bacterianas como xenosideróforos [222]. 
La adquisición de un nutriente limitante como el hierro sin el costo energético de la 
biosíntesis y secreción de un sideróforo representa una ventaja competitiva importante 
para la bacteria, especialmente considerando que la afinidad por hierro de la enterobactina 
es mayor que la de la alcaligina. B. pertussis produce el receptor de membrana externa 
BfeA que junto con la proteína hidrolítica BfeB están involucrados en el transporte y 
utilización de sideróforos catecoles [222]. La expresión de bfeAB es aumentada por el 
regulador específico BfeR, que utiliza enterobactina como cofactor [237], en un 
mecanismo de inducción por sustrato. En condiciones de limitación de hierro la expresión 
del sistema de captura de enterobactina es inducida por el factor de trascripción Fur [238]. 
Una vez en el periplasma, el complejo sideróforo-hierro es reconocido y 
transportado al citoplasma principalmente por transportadores ABC [219]. En B. 





convergen en un receptor periplasmático denominado AfuA [239] (también llamado 
FbpA [125]), el cual es parte de un sistema de la familia ABC requerido para transportar 
este metal desde los receptores de membrana externa hacia el citoplasma [125, 240]. 
 
1.5.7.2. Adquisición de grupos hemo 
B. pertussis puede utilizar hemina (grupo hemo) y hemoglobina como fuente de 
hierro mediante un mecanismo dependiente de TonB [235, 241]. Los genes que codifican 
las proteínas involucradas en el transporte y utilización de estos compuestos se agrupan 
en el grupo hurIR (del inglés, heme uptake regulator) y bhuRSTUV (del inglés, bordetella 
heme utilization) [223, 242]. Los genes bhu de B. pertussis codifican proteínas necesarias 
para el transporte y la utilización de grupos hemo. Por otro lado, los genes hurIR están 
involucrados en aumentar la transcripción de los genes bhu sólo en presencia de grupos 
hemo, mientras que Fur regula la expresión de este sistema sólo en limitación de hierro. 
BhuR es el receptor de membrana externa para moléculas de hemina, que forman parte 
de la estructura de hemoproteínas como hemoglobina o mioglobina [223].  
 
1.5.7.3. Receptores de complejos hierro-catecolaminas 
 Los neuroquímicos del huésped de tipo catecolaminas, como la epinefrina y 
norepinefrina, pueden capturar transitoriamente el hierro contenido en las glicoproteínas 
transferrina y lactoferrina [243]. B. pertussis posee los receptores BfrD y BfrE que pueden 
capturar los complejos de hierro-catecolaminas para utilizarlos como fuente de este metal 
[244]. De esta manera, esta bacteria utilizaría como xenosideróforos moléculas propias 
del huésped para suplir sus necesidades de hierro. 
 
1.5.7.4. Captura de hierro en estado ferroso 
 Los microrganismos también cuentan con transportadores de hierro en estado 
ferroso (Fe2+), que puede ser incorporado sin el uso de intermediarios debido a que este 
estado de oxidación es relativamente soluble en comparación al estado Fe3+ [245]. La 
estabilidad del estado Fe2+ es favorecida en condiciones anaeróbicas y/o de pH ácido 
[245]. El único receptor de Fe2+ caracterizado en B. pertussis es IRP1-3 (también llamado 
FtrA) que forma parte de un sistema transportador de hierro de alta afinidad codificado 





en entornos con pH ácido [225]. Esta última condición, como se mencionó anteriormente, 




Entre 1940 y 1950, se introdujo la primera vacuna contra pertussis, compuesta por 
células enteras de B. pertussis en fase virulenta inactivadas por calor o tratamientos 
químicos (P), formulada en combinación con el toxoide tetánico (T) y diftérico (D), que 
se denominó triple bacteriana (DTP). Esta vacuna, aunque efectiva en disminuir la 
incidencia, presenta efectos adversos de distinta magnitud, como dolor local, fiebre, y 
encefalopatías e incluso causar la muerte en 1 de cada 310.000 vacunados. El principal 
factor desencadenante de estos efectos nocivos es el lipooligosacárido (LOS) de B. 
pertussis presente en estas formulaciones. Estas reacciones adversas desencadenaron una 
disminución de la aceptación de la vacuna en distintos países e incluso en países tales 
como Gales, Inglaterra y Japón se detuvo la vacunación contra la tos convulsa. Esto 
desencadenó una epidemia entre 1977 y 1979 en los tres países mencionados [246, 247] 
y condujo al desarrollo de nuevas vacunas acelulares (Pa) más seguras, formuladas a 
partir de factores de virulencia purificados de B. pertussis. La primer vacuna Pa fue 
desarrollada en Japón por Sato y colaboradores en la década de 1970 [248] y estaba 
formulada con proteínas de B. pertussis copurificadas, que comprendían esencialmente la 
toxina pertussis (PT) y la hemaglutinina filamentosa (FHA). Posteriormente, se 
desarrollaron nuevas vacunas compuestas de antígenos purificados individualmente. En 
la actualidad, la mayoría de los países industrializados utilizan vacunas acelulares, que 
combinan el toxoide diftérico (D) y tetánico (T) con antígenos purificados de B. pertussis 
(DTPa). Las vacunas actualmente en uso son una combinación de FHA, PT, pertactina 
(Prn), y fimbrias (Fim). Las diferentes vacunas acelulares contra B. pertussis difieren 
básicamente en el número de antígenos que incluyen. Las monovalentes (solo PT), las 
bivalentes (PT + FHA), las trivalentes (PT + FHA + Prn) y las pentavalentes (PT + FHA 
+ Prn + Fim2 y Fim3). Estudios epidemiológicos llevados a cabo en varios países sugieren 
que, en general, las vacunas con tres o más componentes son más eficaces contra los casos 
típicos de pertussis o con sintomatología leve que las formulaciones que sólo contienen 





Como se mencionó previamente, el aumento sostenido en el número de casos de 
tos convulsa ha llevado a que la enfermedad haya sido declarada remergente. Distintos 
factores parecen haber contribuido a esta remergencia, entre los cuales se destacan 
factores relacionados con las vacunas actualmente en uso. Por un lado, la inmunización 
con vacunas celulares, al igual que lo que sucede durante la infección natural, induce un 
perfil de citoquinas predominantemente Th1/Th17, mientras que en la inmunización con 
vacunas acelulares el perfil de citoquinas es tipo del tipo Th1/Th2 [249-252], una 
respuesta inmune desfasada con respecto a la infección natural. En este sentido, estudios 
de evaluación de la eficacia de las distintas vacunas en humanos señalan que las vacunas 
celulares presentan una mayor protección contra B. pertussis que las acelulares. Varios 
estudios indican que la vacuna celular presenta una eficacia próxima al 95% [253-256], 
mientras que estudios similares de vacunas acelulares indicaron una mayor variación en 
los porcentajes de eficacia, con valores que comprenden entre un 59% hasta un 83% de 
eficacia [253, 256-258]. Resultados similares fueron obtenidos en ensayos de protección 
en modelos animales [259, 260].  
La inmunidad adquirida por vacunación confiere protección solo durante un corto 
plazo [261], que es menor al inducido por la infección [262], que luego decae en el tiempo 
(wanning immunity). En el caso de la vacuna celular, la inmunidad comienza a declinar 
luego de 3 a 5 años, con ausencia de protección luego de 10 a 12 años [263]. La duración 
de la inmunidad conferida por la vacuna acelular declinaría luego de 4 a 5 años [263, 
264], y la duración de la protección sería menor que la inducida por la vacuna celular 
[262]. Esto determina que la población adulta no se encuentre eficazmente protegida 
contra la infección, aunque hayan sido inmunizados con vacuna celular o acelular y 
tengan el esquema de vacunación obligatoria completo. 
Por otro lado, numerosos estudios han demostrado que las poblaciones de B. 
pertussis cambiaron después de la introducción de la vacunación, lo que sugiere una 
adaptación del patógeno [144]. Estas adaptaciones no implicaron la adquisición de nuevos 
genes, sino pequeños cambios genéticos que se produjeron en pasos sucesivos en un 
período de 40 años [144]. De manera similar a lo observado en otros países, relevamientos 
realizados en Argentina demostraron que las cepas circulantes en la población presentan 
variaciones polimórficas respecto a la cepa vacunal en regiones inmunodominantes de los 
principales antígenos presentes en las vacunas acelulares, como son toxina pertussis (PT) 





predominantes en nuestro país son las mismas que en el resto del mundo [265, 266], lo 
cual sustenta la hipótesis de la inmunoselección de cepas circulantes dirigidas por 
vacunación. La inmunoselección de cepas dirigida por vacunación ha determinado, 
incluso, la aparición de cepas circulantes que presentan eliminaciones en algunos de los 
antígenos que componen las vacunas acelulares [145-147], lo cual evidentemente 
disminuye aún más la eficacia de las vacunas. En particular, un elevado porcentaje de las 
cepas circulantes en Europa carecen de Prn [267]. Un aspecto particularmente interesante 
es que se ha podido comprobar que esta diseminación no ha sido causada por expansión 
clonal sino por el surgimiento simultáneo e independiente de cepas defectivas lo cual 
apoya la hipótesis de presión de selección por inmunización [268]. A estas causas posibles 
de la falta de eficacia de las vacunas en uso se agrega un hallazgo relativamente reciente. 
Se ha observado que las condiciones de entorno previas y durante la transmisión de 
hospedador a hospedador inducen la disminución de la expresión de casi todos los 
antígenos vacunales en el fenotipo infectante [192, 193]. 
Recientemente se ha aprobado para su uso en algunos países, entre los que se 
incluyen Estados Unidos, Australia, Canadá, Francia, Alemania, Suiza, y desde el año 
2009 Argentina, el uso de formulaciones vacunales acelulares seguras para adolescentes 
y adultos, denominadas Tdap, que difieren de la utilizada para infantes (DTPa) porque 
contienen cantidades menores de toxoide diftérico y de antígeno pertussis. Según The 
Global Pertussis Initiative, un grupo de expertos de diferentes países que han formado un 
comité de seguimiento epidemiológico de pertussis, la vacunación de adolescentes y 
adultos no sólo disminuiría la incidencia de la enfermedad, sino que reduciría el riesgo de 
contagio a niños no inmunizados o con esquemas de vacunación incompletos [269]. El 
objetivo principal de las estrategias de vacunación contra B. pertussis es proteger a los 
infantes y neonatos, en los cuales la enfermedad es severa, pudiendo provocar la muerte. 
Debido a que distintos estudios indican que anticuerpos maternos son capaces de conferir 
protección contra pertussis en el recién nacido [270] la inmunización con Tdap durante 
el embarazo puede contribuir a disminuir los casos de tos convulsa en neonatos [271].  
En Argentina, la inmunización contra pertussis comenzó en la década de 1960 
[272]. Actualmente, como en la mayoría de los países en vías de desarrollo, se continúa 
utilizando la vacuna celular que se administra junto con el toxoide tetánico y diftérico 
(DTP), el antígeno de superficie del virus de la hepatitis B (HB) y el polisacárido de 





Hib). De acuerdo con el Calendario Nacional de Vacunación la misma se aplica en tres 
dosis que se administran a los 2, 4 y 6 meses de edad. A los 18 meses se administra un 
primer refuerzo con la vacuna cuádruple bacteriana (DTP-Hib) de igual composición que 
la vacuna pentavalente con excepción del antígeno de superficie del virus de la hepatitis 
B. Finalmente, a la edad de ingreso escolar (5-6 años) se administra un segundo refuerzo 
con la vacuna DTP. Como se mencionara anteriormente, en el año 2009 el esquema de 
vacunación se amplió para incluir una inmunización con Tdap a los 11 años de edad para 
disminuir la incidencia de la enfermedad en adolescentes y reducir el posible contagio a 
niños no inmunizados. Asimismo, a partir del año 2012, para disminuir la 
morbimortalidad en menores de 6 meses de edad, se incorporó la vacunación obligatoria 
con Tdap a embarazadas a partir de la semana 20 de gestación, a personal de salud que 
está en contacto con niños menores de 1 año y a familiares de bebés prematuros que pesen 
menos de 1,5 kg al momento de nacer [272]. Las dosis adicionales recientemente 
agregadas al calendario de vacunación tienen como objetivo aumentar la inmunidad de 
grupo (herd immunity), que permite la resistencia a la propagación de una enfermedad 
contagiosa dentro de una población cuando una proporción suficientemente alta de 
individuos es inmune a la enfermedad. En este contexto, el agregado de la vacunación 
durante el embarazo y a los 11 años de edad es debido a que la principal fuente de contagio 
de tos convulsa en infantes es un miembro de la familia, principalmente la madre, seguida 
de los hermanos [38]. Un estudio reciente indica que en Argentina la introducción del 
refuerzo con vacuna Tdap durante el embarazo produjo una disminución pronunciada en 
las tasas de mortalidad por pertussis [272]. 
Como se mencionó anteriormente, las vacunas actuales, tanto celulares como 
acelulares, si bien protegen contra la sintomatología de la enfermedad, no confieren 
protección contra la colonización por B. pertussis, permitiendo que se establezcan 
infecciones subclínicas y portadores asintomáticos que transmiten la enfermedad a 
individuos susceptibles. La vacunación regular de adultos está siendo propuesta en 
muchos países como forma de controlar mejor esta enfermedad. Esta medida, aunque 
potencialmente contribuya a disminuir la incidencia de esta enfermedad, probablemente 
no logre erradicarla definitivamente de la población, continuando vigente el problema de 
base, es decir, la falta de protección contra la colonización. En este sentido, la búsqueda 
de nuevos inmunógenos y/o nuevas formulaciones que protejan eficientemente contra la 





características del fenotipo infectante, la patogénesis y el ciclo infeccioso de este 
patógeno. 
En los últimos años se han considerado varias estrategias para el desarrollo de la 
nueva generación de vacunas contra la tos convulsa, que incluyen: la adición de nuevos 
antígenos a las vacunas acelulares actuales, la repolarización de la respuesta Th2 del 
huésped provocada por el adyuvante de aluminio presente en las vacunas acelulares a una 
respuesta Th1/Th17 cambiando el adyuvante y/o agregando nuevos antígenos, o la 
reintroducción de las vacunas celulares (vivas atenuadas o muertas) ya sea como 
inmunización primaria o como un refuerzo que modifique la polarización de la respuesta 
inmune [273]. Así, se ha propuesto al autotransportador BrkA como posible componente 
de nuevas vacunas acelulares [274]. Ensayos en un modelo murino demuestran que, si 
bien la inmunización con BrkA es incapaz de conferir protección contra la infección, la 
combinación de la misma con FHA y PT mejora la protección conferida por vacunas 
formuladas con estos dos antígenos [274]. Sin embargo, el agregado de BrkA a la vacuna 
acelular de tres componentes (FHA, PT y Prn) no mejora su capacidad de protección 
[274]. Una estrategia de vacunación alternativa propuesta recientemente se basa en la 
inmunización intranasal con una cepa viva atenuada de B. pertussis, denominada BPZE1, 
en la cual tres toxinas diferentes (PT, TCT y DNT) se han inactivado o reducido su 
expresión mediante ingeniería genética [14]. Se ha demostrado que esta cepa es segura 
en modelos preclínicos y genéticamente estable durante al menos un año de pasajes 
continuos in vitro e in vivo en ratones [275]. La administración de una única dosis nasal 
de esta vacuna provee inmunidad a largo plazo contra la infección por B. pertussis en un 
modelo murino [276]. La ventaja de esta vacuna es que su uso induce inmunidad a nivel 
de mucosas, que sería crucial para prevenir la colonización por esta bacteria [275]. 
Asimismo, se ha demostrado recientemente que el uso de esta vacuna evita la 
colonización y enfermedad por B. pertussis en babuinos [277], un modelo animal más 
relevante que el murino. De cualquier manera, existe cierta preocupación en la comunidad 
respecto al uso de esta vacuna. Siendo una vacuna de bacteria atenuada no está clara la 
dinámica de propagación que podría generarse, ni como se controlaría su eventual 
reversión a la virulencia. También se ha propuesto el uso de vesículas de membrana 
externa (OMVs) derivadas de B. pertussis como un candidato vacunal multiproteico 





contenido de lipooligosacárido (LOS) [279], sin embargo, no pueden considerarse 
acelulares ni usarse en adultos por su contenido de LOS. 
Nuestro grupo de trabajo, con el objetivo de identificar nuevos inmunógenos 
protectores y empleando proteómica comparativa combinando con inmunoproteómica, 
logró identificar dos antígenos denominados AfuA e IRP1-3 expresados en limitación de 
hierro [239], un fenotipo que se asemeja al infectante. Nuestros estudios han demostrado 
que ambas proteínas son capaces de inducir anticuerpos opsonizantes, cruciales en la 
actividad bactericida celular contra este patógeno [141], y que la inmunización en 
formulaciones monovalentes genera protección contra la infección con B. pertussis [280, 
281]. Más importante aún, el agregado de ambos antígenos a las vacunas actuales mejora 
su capacidad de protección contra la infección [280, 281]. Actualmente, ambos antígenos 
se encuentran en etapas de evaluación preclínica en ensayos en primates no humanos. 
1.7. Epidemiología 
 
En países con tasas de vacunación altas, se ha observado un cambio en la 
epidemiología de pertussis, registrándose un aumento en la incidencia de la enfermedad 
entre adolescentes y adultos, quienes como se ha mencionado previamente han perdido 
la inmunidad por vacunación, y en infantes menores de 6 meses, quienes aún no tienen el 
esquema de vacunación completo [282]. La proporción de casos en pacientes mayores de 
10 años de edad declarados por la agencia estadounidense CDC (Centers for Disease 
Control and Prevention) a finales de 1970 fue de 15,1%, mientras que en 1990 este 
número aumentó a 26,9% y en 2000 a 49% [283]. El aumento de la incidencia de la tos 
convulsa en adolescentes y adultos se explica en parte dado que la inmunidad generada 
por las vacunas utilizadas en la actualidad decae más rápidamente que la inmunidad 
inducida por vacuna celular o infección natural [262]. Este decaimiento de la inmunidad 
luego de la vacunación (waining immunity), combinado con la ausencia de refuerzos 
regulares, ya sea mediante vacunación o exposición a la bacteria, explicaría este cambio 
en el rango etario de la incidencia de la tos convulsa [282]. 
En la era prevacunal, las epidemias por pertussis ocurrían a nivel mundial y 
presentaban un patrón cíclico, con picos de incidencia cada 2 a 5 años [284]. La 
enfermedad afectaba principalmente a niños, los que representaban la mayor fuente de 





Durante el embarazo, las madres transferían anticuerpos al feto a través de la placenta, 
quienes, una vez nacidos, resultaban vulnerables a la infección cuando el nivel de estos 
anticuerpos decaía. Esto determinó que la tos convulsa fuera una de las mayores causas 
de mortalidad infantil en todo el mundo. Registros de Estados Unidos indican que sólo 
en ese país el número de casos reportados por año ascendía a más de 200.000 [285]. La 
introducción de la vacuna celular entre los años 1940 y 1950, condujo a una drástica 
disminución en la incidencia de la enfermedad [285, 286]. Como consecuencia de la 
vacunación masiva a nivel mundial, la circulación de B. pertussis disminuyó, por lo que 
adolescentes y adultos dejaron de recibir el refuerzo de la inmunización por infección. De 
esta forma, comenzó a observarse un aumento en el número de casos en adolescentes y 
adultos, debido a la corta duración de la inmunidad generada por vacunación, y por lo 
tanto en neonatos, quienes no reciben una adecuada inmunización pasiva desde la madre 
[37]. Existen estudios que indican que esta población de individuos adultos infectados 
constituye un reservorio importante de B. pertussis [37, 287] y que son fuente de 
transmisión de este patógeno para los lactantes y niños con esquemas de vacunación 
incompletos [35, 288-290]. 
La inmunización por vacunación a nivel mundial, tanto con vacuna celular [291] 
como acelular [292], no ha modificado el patrón cíclico de aparición de picos epidémicos 
de la tos convulsa ni el período que transcurre entre dichos picos, lo que sugiere que las 
vacunas de uso actual controlan la enfermedad, evitando la sintomatología asociada a la 
fase tóxica, pero no logran disminuir adecuadamente la circulación de B. pertussis en la 
población [291]. Estudios recientes realizados en un modelo babuino, que muestra 
mayores similitudes con la infección en humanos en comparación a los modelos murinos, 
confirmaron que la inmunización con vacuna acelular protege contra los síntomas severos 
de la enfermedad pero no previenen la infección ni la transmisión de B. pertussis [293]. 
La situación epidemiológica en Argentina es similar a la del resto del mundo, 
aunque había pasado inadvertida por años debido a la falta de notificación obligatoria. 
Nuestro grupo estuvo involucrado en el relevamiento de B. pertussis en Argentina desde 
el año 2002. Desde entonces se organizó a través del Programa de Vigilancia de la Salud 
y Control de las Enfermedades (VIGIA) del Ministerio de Salud de la Nación el 
relevamiento epidemiológico de esta enfermedad y la búsqueda sistemática de casos 
sospechosos. El relevamiento epidemiológico permitió detectar un incremento importante 





pertussis en la provincia de Neuquén en el año 2005 [266]. Posteriormente se registró un 
nuevo brote en esta provincia y otro brote en la provincia de Chaco. Los principales 
afectados fueron niños menores de 6 meses con esquemas de vacunación incompletos. 
Sin embargo, también se observó un incremento en el número de casos en adolescentes y 
adultos [266]. De acuerdo con el Boletín Integrado de Vigilancia del Ministerio de Salud, 
durante el período 2010-2016, se produjeron dos brotes de tos convulsa, uno en 2011 y 
otro en 2016 (Figura 1.3). En el primero, la incidencia fue de 6,9 cada 100.000 habitantes 
y la tasa de letalidad fue del 2,6%. A partir de entonces, se detectó un descenso en la 
incidencia hasta 2014. Durante 2015 y 2016 se produjo un aumento en la incidencia (2,2 
y 3,9 cada 100.000 habitantes, respectivamente), pero este aumento afortunadamente no 
estuvo acompañado de un aumento en la tasa de letalidad (1,0% y 0,6%, respectivamente). 
Se ha sugerido que la disminución en la tasa de letalidad y la incidencia máxima en los 
brotes es debido a la implementación de la inmunización maternal obligatoria con Tdap 
a partir del año 2012 [294]. En términos de la distribución de casos confirmados con 
respecto a la edad hospitalaria durante el período 2010-2016, del total de casos 
confirmados cada año, 25-29% correspondió a bebés de menos de 2 meses de edad y 62-
89% a bebés de menos de 6 meses. La mayoría de los casos de pertussis notificados entre 
2010 y 2016 correspondieron a las provincias más pobladas, como Buenos Aires, 







Figura 1.3: Número de casos confirmados de tos convulsa en Argentina durante el período 
2010-2017. Datos actualizados al 23 de agosto de 2017. Datos recopilados del Boletín Integrado de 
Vigilancia N° 203, N° 257, N° 309, N° 355 y N° 379; Ministerio de Salud. 
Además, como se mencionó anteriormente, de manera similar a lo observado en 
otros países, relevamientos realizados en Argentina demostraron que las cepas circulantes 
en la población presentan variaciones polimórficas respecto a la cepa vacunal en regiones 
inmunodominantes de los principales antígenos presentes en las vacunas [265]. Los 
estudios realizados hasta el momento no permiten atribuir la reemergencia a la aparición 
de cepas con variantes en los antígenos vacunales, pero en sí misma, la aparición de 
variantes antigénicas demuestra que B. pertussis nunca ha dejado de circular en la 
población, ni siquiera en poblaciones con un elevado estándar de vida y coberturas de 




La colonización del epitelio por un patógeno implica una compleja serie de 
eventos entre los que se incluye la adhesión, la evasión de las defensas del huésped, la 
multiplicación bacteriana, seguida generalmente de daño tisular y la eventual invasión 
celular que finalmente podría conducir a la persistencia del microorganismo dentro del 







































con los receptores celulares del hospedador, un fenómeno multifactorial y dinámico 
donde las señales se transmiten desde el patógeno hacia el hospedador y viceversa. 
En el caso de B. pertussis, la infección se inicia con la adhesión a las células 
epiteliales del tracto respiratorio superior. Si bien varios factores de virulencia regulados 
por BvgAS han sido señalados como potenciales adhesinas (FHA, Fim, PT, TcfA, BrkA, 
Vag8 y Prn) [295], numerosos estudios han demostrado que FHA es la adhesina más 
importante de B. pertussis en fase virulenta [98-100, 104]. Otro evento primario durante 
la colonización por B. pertussis es la inducción de la pérdida de movimiento de las células 
ciliadas del epitelio respiratorio (ciliastosis) la cual, junto con el daño al epitelio 
respiratorio y la acumulación de mucus, dificulta la eliminación de este microorganismo. 
El daño local de las células epiteliales se debe a la acción de TCT, LOS y DNT, y en 
menor medida a CyaA [165, 296]. Se ha postulado que la expresión del autotransportador 
con actividad proteasa SphB1 facilitaría el corte de FHA en la membrana externa 
bacteriana posibilitando la dispersión de B. pertussis desde las microcolonias iniciales a 
nuevos sitios de infección en el tracto respiratorio [96]. El síntoma característico de la 
enfermedad es la tos paroxística, la cual parecería ser causada por daño tisular local. Sin 
embargo, el período de duración de la tos es mayor que el que dura el daño tisular, por lo 
que probablemente existan otros factores de virulencia, aún no identificados, que 
contribuyan a la persistencia de los síntomas. 
Con respecto a la adquisición de hierro en el tracto respiratorio, la interacción de 
B. pertussis con su hospedador produce característicamente inflamación, activación de la 
respuesta inmune y daño tisular, que conduce a cambios en la fuente de hierro que la 
bacteria encuentra a lo largo del curso de la infección [232]. Una característica importante 
de los sistemas de adquisición de hierro de B. pertussis es que en su mayoría son regulados 
por la presencia de la fuente de hierro específica que capturan, un mecanismo utilizado 
para integrar la información que procede de las condiciones de entorno del patógeno, de 
modo de priorizar la expresión de sistemas de captura de hierro más efectivos [232]. Se 
ha demostrado que la expresión del receptor del sideróforo alcaligina (FauA), el receptor 
del xenosideróforo enterobactina (BfeA) y el receptor de hemo (BhuR) es crítica para la 
supervivencia de B. pertussis y la colonización del hospedador, aunque en diferentes 
etapas de la infección [232]. El sistema alcaligina tiene un papel crucial en la colonización 
inicial y durante todo el curso de la infección [297]. La captura de xenosideróforos por 





respiratorio superior o bien un compuesto producido por el huésped con similitud 
estructural a la enterobactina [232], contribuye significativamente al crecimiento inicial, 
pero en menor medida que el sistema alcaligina, y su función disminuye después del pico 
de multiplicación bacteriana observado en el modelo murino de infección [298]. En 
cambio, el sistema de captura de hemo no es necesario para la supervivencia hasta después 
del pico del crecimiento de B. pertussis, sugiriendo que es utilizado en tiempos tardíos de 
infección [299]. Estos resultados se explican teniendo en cuenta que a medida que 
progresa la infección, la extravasación de células inmunes, eritrocitos y suero a la 
superficie de la mucosa se ve exacerbada. El suero y la lisis celular proveen nuevas 
fuentes de hierro para la bacteria, como por ejemplo transferrina o compuestos con grupos 
hemo tales como hemoglobina. El hierro de la transferrina y lactoferrina puede ser 
adquirido a partir del sideróforo alcaligina [300, 301] o a partir de compuestos catecoles 
como las catecolaminas del huésped utilizando los receptores BfrD y BfrE [224]. Por 
último, las superficies del epitelio respiratorio se acidifican bajo condiciones 
inflamatorias [302, 303], un entorno que favorece la estabilidad del estado Fe2+, que 
podría ser capturado por el transportador IRP1-3 [225]. 
También se ha propuesto que B. pertussis es capaz de formar biopelículas 
(biofilms) como un mecanismo de patogénesis que promueve su persistencia en el 
hospedador [304, 305]. El biofilm se define como una comunidad de microorganismos 
sésiles, es decir, células que están adheridas a una superficie y/o unas con otras, embebida 
en una matriz de sustancia polimérica extracelular (EPS) que les confiere resistencia 
[306]. La capacidad de desarrollar biofilm puede contribuir a la patogénesis y desempeñar 
un rol importante en la evasión de los mecanismos de inmunidad y en la persistencia a 
largo plazo dentro del hospedador. Así como ocurre con otros determinantes de virulencia 
en B. pertussis, el desarrollo de biofilm está regulado por el sistema BvgAS, al menos in 
vitro [307]. Estudios recientes han mostrado evidencia de formaciones de biofilm en la 
cavidad nasofaríngea en modelos animales [308, 309]. Cabe desatacar que los aislados 
clínicos recientes de B. pertussis presentan una capacidad incrementada de formación de 
biopelículas en comparación a las cepas de referencia de laboratorio [310, 311], un 
resultado que podría indicar que ha habido una evolución hacia la promoción de 
mecanismos de persistencia en las cepas circulantes. 
Parte del éxito de este patógeno de difícil erradicación son los múltiples 





la acción de CyaA y PT. Específicamente, CyaA ingresa a neutrófilos y provoca la 
intoxicación de la célula mediante la producción elevada de cAMP, comprometiendo de 
esta forma su capacidad fagocítica. Por otro lado, PT retarda la migración de neutrófilos 
al sitio de infección mediante la modulación de producción de citoquinas y quimioquinas 
en células epiteliales y macrófagos e inhibe la activación de células inmunes [69]. 
Además de PT, TCT también contribuye a inhibir la quimiotaxis de neutrófilos, al menos 
in vitro [296]. Como consecuencia de los efectos de CyaA, PT y, tal vez TCT, B. pertussis 
podría evadir la inmunidad innata temprana durante la colonización. Como resultado de 
las múltiples estrategias de inmunoevasion de B. pertussis, y a la vez como parte de ellas, 
este patógeno podría tener una forma de persistencia dentro de células del hospedador, 
tal como se detalla más adelante. 
B. pertussis es un patógeno estrictamente humano sin reservorios conocidos por 
fuera del hombre. La circulación permanente de este patógeno en la población sugiere la 
existencia de períodos transitorios o prolongados de infección asintomática [1, 312]. La 
localización de B. pertussis dentro del hospedador se desconoce, lo cual ha dificultado el 
desarrollo de estrategias preventivas eficaces que permitan erradicar definitivamente este 
patógeno de la población. Existía cierta evidencia experimental que indicaba que B. 
pertussis es capaz de ingresar a diferentes tipos celulares incluyendo macrófagos, 
neutrófilos y células epiteliales respiratorias [101, 313-316], lo que podría suponer un 
mecanismo de persistencia del microorganismo. En humanos, B. pertussis ha sido 
encontrada en macrófagos alveolares aislados de niños coinfectados con el virus de 
inmunodeficiencia humana (VIH) [317] y en infantes en los cuales se ha confirmado 
neumonía provocada por B. pertussis [41], sugiriendo que este tipo celular podría 
constituir un reservorio de esta bacteria. La necesidad de una respuesta celular tanto como 
la de una respuesta humoral para combatir a esta enfermedad parece apoyar esta hipótesis 
[318]. Pese a la relevancia a nivel epidemiológico y en el desarrollo de vacunas que 
tendría la existencia de un nicho de persistencia intracelular en B. pertussis, prácticamente 
no hay trabajos que hayan investigado acabadamente esta posibilidad. 
Nuestro grupo de investigación ha trabajado en los últimos años en esclarecer los 
aspectos referidos a la invasión y sobrevida intracelular de B. pertussis en células del 
hospedador. En este sentido, hemos demostrado que en ausencia de anticuerpos 
opsonizantes B. pertussis sobrevive a la interacción con neutrófilos al inhibir tanto el 





localización intracelular [142]. Esta inhibición es dependiente de la adhesión e 
internalización de B. pertussis a través de dominios tipo balsas lipídicas ricos en colesterol 
(lipid rafts) en la membrana del neutrófilo a las que esta bacteria se une a través de FHA 
[319]. B. pertussis inhibe también los mecanismos bactericidas extracelulares de los 
neutrófilos, como son la degranulación [319] y la formación de trampas extracelulares de 
neutrófilos (NETs), en un mecanismo dependiente de CyaA [320]. Con respecto a la 
interacción de B. pertussis con las células del epitelio respiratorio, se demostró que la 
limitación en hierro, condición de entorno durante la infección, aumenta la adhesión de 
B. pertussis a este tipo celular [321]. Asimismo, B. pertussis es capaz de invadir las 
células epiteliales en un mecanismo dependiente del ensamblado de microtúbulos, la 
integridad de las balsas lipídicas y la señalización por tirosina quinasas de la célula 
huésped [108]. Una vez dentro de las células epiteliales, B. pertussis evade la fusión 
fagolisosomal y permanece viable en compartimentos no acídicos, siendo capaz de 
egresar de la célula huésped para repoblar el medio extracelular [108]. Con respecto a las 
células de la inmunidad innata, B. pertussis no sólo es capaz de evadir la acción 
bactericida de neutrófilos sino también de los macrófagos. Nuestros estudios demostraron 
que en ausencia de anticuerpos opsonizantes B. pertussis es capaz de evadir la fusión 
fagolisosmal dentro del macrófago, permanecer viable y eventualmente duplicar en 
compartimentos con acceso a nutrientes y con características de endosomas tempranos 
[322]. Hemos demostrado que B. pertussis interfiere con la respuesta defensiva del 
macrófago interfiriendo con la transcripción de genes involucrados en la respuesta 
inflamatoria y bactericida del macrófago [90]. Esta manipulación de la respuesta celular 
involucra dos de las principales toxinas de esta bacteria, PT y CyaA [90]. 
La sobrevida intracelular de B. pertussis puede significar ventajas sustanciales 
para la misma además de protegerla contra los distintos efectores inmunes. Durante la 
respuesta proinflamatoria inducida por la infección, un nicho intracelular permitirá que la 
bacteria se mantenga viable hasta que la reacción inflamatoria sea modulada por los 
distintos mecanismos antiinflamatorios, permitiéndole emerger en condiciones de 
entorno más permisivas. Alternativamente, los macrófagos podrían transportar las 
bacterias a nuevos sitios del huésped donde iniciar nuevas microcolonias, en un 
mecanismo de tipo caballo de Troya [323, 324]. En apoyo de esta hipótesis hemos 
encontrado B. pertussis en hígado y en bazo durante la infección empleando un modelo 





ser aislada de sangre y estos resultados sugieren que podría ser trasladada por macrófagos 
hasta estos sitios. 
1.9. Inmunidad 
 
El desarrollo de inmunidad requiere del reconocimiento de los componentes 
bacterianos por las células implicadas en la inmunidad innata, la producción de 
mediadores solubles, y el reclutamiento y activación de moléculas y células efectoras. Un 
modelo ampliamente utilizado para estudiar la inmunidad contra B. pertussis es la 
infección respiratoria de ratones [325]. Los resultados obtenidos con este modelo deben 
ser analizados cuidadosamente, ya que la tos, que es el síntoma prototípico de la tos 
convulsa, está ausente en dicho modelo y los hallazgos patológicos pulmonares son 
diferentes de los observados en humanos [326]. Sin embargo, el curso de la infección y 
muchos de los efectos sistémicos de la tos convulsa, como la leucocitosis y la 
hipoglucemia, son similares a los observados en humanos [327]. Además, los 
mecanismos inmunes inducidos en ratones infectados coinciden con los observados en 
humanos infectados, así como con el modelo babuino de infección desarrollado 
recientemente [326]. Cuando B. pertussis coloniza la mucosa del tracto respiratorio en el 
modelo de infección murino se desencadena una respuesta local de citoquinas 
proinflamatorias [328, 329] que conlleva al reclutamiento de células del sistema inmune 
al sitio de la infección. Generalmente, los neutrófilos son las primeras células que llegan, 
seguidos de una segunda ola compuesta de células natural killer (NK), macrófagos, 
células dendríticas (DCs) y linfocitos [330-334]. Sin embargo, ciertos factores de 
virulencia de la bacteria limitan esta respuesta inflamatoria local. Por ejemplo, como se 
mencionó anteriormente, las toxinas PT y TCT producidas por B. pertussis inhiben el 
tráfico de células inmunes al tracto respiratorio [69, 335]. Por otro lado, CyaA y FHA 
inducen la secreción de citoquinas antiinflamatorias, como IL-10, que limitan la respuesta 
local [336-338]. En el tracto respiratorio murino, B. pertussis es eventualmente 
reconocida y capturada por células presentadoras de antígenos, entre las que se encuentras 
las células dendríticas y macrófagos, que procesan y presentan los antígenos bacterianos 
a las células T, induciendo la generación de una respuesta inmune adaptativa [318].  
Tanto la inmunidad celular como la humoral juegan un rol importante en la 





pertussis está mediada principalmente por linfocitos T CD4+ [339, 340]. De acuerdo al 
perfil de citoquinas que expresan, las células T CD4+ se dividen principalmente en células 
T helper tipo 1 (Th1) y células T helper tipo 2 (Th2) [341, 342]. Las células Th1 secretan 
INF-ɤ e IL-12 y resultan esenciales en la inmunidad mediada por células [343], cruciales 
en la eliminación de patógenos intracelulares. Por otro lado, las células Th2 juegan un 
papel más importante en el desarrollo de la respuesta humoral y se caracterizan por la 
secreción de nivel altos de IL-4, IL-5 e IL-13 [343]. Existe otro tipo de células T helper 
denominadas Th17 [344], que secretan las citoquinas IL-17, IL-21 e IL-22, y se 
encuentran implicadas en la respuesta inflamatoria del huésped contra distintos patógenos 
extracelulares [345]. En lo que respecta a B. pertussis, varios estudios han demostrado un 
rol importante de las células Th1, secretoras de INF-ɤ, en la protección contra este 
patógeno en el modelo murino [346-348]. También la generación de células Th17 
antígeno específicas ha sido relacionada con la protección contra B. pertussis en ratones 
[349, 350]. En resumen, casi 20 años de estudios con el modelo de infección murino 
respaldan la noción de que existe un rol central de las células Th1/Th17 en la protección 
contra B. pertussis, e indican que la contribución de los efectores Th2 tendría un rol menor 
[326]. Asimismo, se ha establecido recientemente un modelo babuino muy confiable para 
estudiar la infección por B. pertussis, dado que en estos primates la enfermedad es muy 
similar a lo que ocurre en humanos [351]. A diferencia de los ratones, los babuinos 
desarrollan tos severa que persiste por más de dos semanas. Los estudios en este modelo 
confirmaron un papel importante de la inmunidad por células T contra B. pertussis, con 
la inducción de células secretoras de IFN-ɤ e IL-17 en animales convalecientes, 
sugiriendo la inducción de respuestas adaptativas Th1 y Th17, con ausencia de una 
repuesta Th2 [293]. Respecto a los humanos, varios estudios indican la inducción de 
respuestas de tipo Th1 [326] y la participación de la respuesta Th17 [352] inducidas por 
la infección con B. pertussis. Este perfil Th1/Th17 necesario para la eliminación eficiente 
de B. pertussis del tracto respiratorio es consistente con la ubicación tanto extra como 
intracelular de este patógeno durante su ciclo infeccioso [318]. 
En cuanto a la inmunidad adquirida por vacunación, el tipo de respuesta generada 
varía con la vacuna usada. El estudio de la respuesta de células T en infantes inmunizados 
con vacunas celulares y acelulares sugiere que estas vacunas inducen distintas 
subpoblaciones de células T CD4+. La inmunización con vacunas celulares, al igual que 





Th1/Th17, mientras que en la inmunización con vacunas acelulares el perfil de citoquinas 
es tipo del tipo Th1/Th2 [249-252]. Estudios realizados en ratones señalan que la 
protección conferida por las vacunas celulares involucra la activación de TLR4 y la 
producción de IL-1, IL-12 e IL-23 por células dendríticas, lo que conduce a la inducción 
de un perfil tipo Th17 junto con un perfil Th1, mientras que la inmunización con vacunas 
acelulares induce la producción de IL-5 y anticuerpos IgG1, lo que determina un perfil 
tipo Th2 [349]. Estudios recientes realizados en un modelo de infección babuino encontró 
diferencias claves en la inmunidad por células T entre los animales inmunizados con las 
distintas vacunas y los infectados, similares a lo encontrado en humanos y ratones. Los 
animales infectados o inmunizados con vacuna celular presentaron una respuesta robusta 
de células Th1/Th17 específica contra B. pertussis, mientras que los inmunizados con 
vacuna acelular presentaron una respuesta Th1/Th2 [293]. En particular, se observó que 
la inmunización con vacuna acelular los protege contra los síntomas de la enfermedad 
pero no impide la colonización del tracto respiratorio ni la transmisión de este patógeno 
[293]. Más aún, los animales no vacunados resuelven la infección mucho más rápido que 
los animales inmunizados con vacuna acelular, recuperándose bacterias de la cavidad 
nasofaríngea en animales vacunados durante mucho tiempo después que los animales no 
vacunados. Estos hallazgos han aportado evidencia irrefutable de que las vacunas 
acelulares protegen básicamente contra los síntomas de la enfermedad, tal como se creía, 
pero no sólo no previenen la colonización sino que la prolongan por el tipo de respuesta 
inmune que inducen frente al encuentro con este patógeno [351]. 
Con respecto a la inmunidad humoral, distintos estudios demuestran que la 
presencia de anticuerpos anti-B. pertussis cumple un rol fundamental en la protección 
contra esta infección [121, 122]. Anticuerpos contra determinados antígenos de B. 
pertussis pueden prevenir la adhesión a células epiteliales del tracto respiratorio (bloqueo 
de adhesinas), neutralizar toxinas bacterianas, o promover la opsonofagocitosis. Ha sido 
demostrado que anticuerpos dirigidos contra PT son críticos para la protección contra la 
sintomatología de la enfermedad [121]. Estudios realizados por nuestro grupo de 
investigación demostraron que la opsonización por anticuerpos específicos es crucial para 
inducir la actividad celular bactericida contra este patógeno [142], tanto en neutrófilos 
[142, 319] como en macrófagos [322]. En ausencia de anticuerpos opsonizantes, B. 
pertussis es capaz de sobrevivir dentro de células del huésped [319, 322]. Un aspecto 





las vacunas acelulares, Prn es el único que induce anticuerpos con actividad 
opsonofagocítica [142]. Como ya se mencionó hay un aumento alarmante de la 
prevalencia de aislados clínicos defectivos en la expresión de Prn en todo el mundo [145-
147]. Nuestro grupo también demostró que la capacidad de anticuerpos dirigidos contra 
Fim de inducir la aglutinación bacteriana conduce a una disminución de adhesión de la 
bacteria a células epiteliales y por lo tanto a una disminución de la adhesión inicial del 
epitelio [123], señalando la importancia de la presencia de anticuerpos dirigidos contra 
estas proteínas. 
En resumen, una respuesta protectora contra B. pertussis requiere tanto de 
inmunidad humoral como celular. Los distintos factores de virulencia de B. pertussis y su 
capacidad para evadir el sistema inmune del hospedador explican la necesidad de 
anticuerpos bloqueantes de la adhesión, neutralizantes de toxinas y con capacidad de 
promover la fagocitosis de la bacteria para asegurar así su inmunoeliminación. De otra 
forma, esta bacteria podría invadir distintos tipos celulares y/o ser fagocitada por células 
inmunes, en donde puede permanecer viable en localización intracelular, y con capacidad 
de emerger al espacio extracelular para volver a infectar al mismo huésped o a otros 
huéspedes susceptibles cuando las condiciones de entorno lo propicien. En este marco, 
las células con infecciones intracelulares pueden ser consideradas como nichos de 
persistencia, y en este sentido, las estrategias de vacunación y tratamiento contra este 
patógeno deberían estar dirigidas para evitar el establecimiento de estos nichos y/o 








1.10. Antecedentes y objetivos de este trabajo 
 
Los patógenos, luego de coevolucionar con sus hospedadores, han desarrollado 
una serie de estrategias para evitar su destrucción por el sistema inmune, tales como la 
evasión de la respuesta innata, la sobrevida intracelular y la variación antigénica, entre 
otras. Con respecto a la sobrevida intracelular, en los últimos años se han acumulado 
ejemplos de patógenos bacterianos clásicamente clasificados como extracelulares que 
promueven su entrada en células del hospedador in vivo, resultando en una fase de 
residencia intracelular que es relevante para el establecimiento de infecciones crónicas o 
recurrentes que dificultan la erradicación del patógeno [353]. Los ejemplos de patógenos 
extracelulares que emplean una fase intracelular incluyen a Staphylococcus aureus [354], 
Streptococcus pyogenes [355], Streptococcus pneumoniae [356], Bacillus anthracis 
[357], Helicobacter pylori [358] y diversas cepas patogénicas de Escherichia coli [359-
362]. En concordancia con estos resultados in vivo, se ha demostrado que los patógenos 
extracelulares nombrados anteriormente tienen la capacidad de multiplicar o de sobrevivir 
dentro de las células del huésped cultivadas in vitro [353].  
Si bien tanto la infección natural como la inmunización confieren cierto grado de 
protección contra los síntomas de la tos convulsa, no previenen eficazmente la 
colonización por B. pertussis [1, 318], indicando que esta bacteria ha desarrollado 
mecanismos que le permiten sobrevivir en el ambiente hostil encontrado dentro del 
huésped. Esta situación ha motivado que en los últimos años un número importante de 
grupos de investigación hayan orientado sus esfuerzos a dilucidar los mecanismos que 
promueven la persistencia de este patógeno en el hospedador. En particular, trabajos 
previos de nuestro grupo indican que esta bacteria, históricamente considerada 
extracelular y no invasiva, tendría uno o varios estadios intracelulares durante el ciclo 
infectivo y que los macrófagos podrían ser los principales nichos de persistencia [322]. 
Estos estudios indican que en ausencia de anticuerpos B. pertussis es capaz de evadir la 
acción bactericida de los macrófagos permaneciendo en compartimientos endosomales 
que favorecerían su sobrevida y eventual duplicación intracelular [322]. Nuestro grupo 
fue pionero en demostrar que esta bacteria es, en realidad, un patógenos intracelular 
facultativo, lo cual es particularmente relevante en el marco de la epidemiología de 
pertussis y el desarrollo de vacunas. La existencia de estadios intracelulares tiene 





Inmunógenos capaces inducir actividad opsonizante así como formulaciones que 
aseguren una respuesta celular podrían mejorar significativamente la situación 
epidemiológica. Dentro de este marco, la presente Tesis tuvo como objetivo avanzar en 
la comprensión de los factores bacterianos involucrados en la adaptación de B. pertussis 
al hospedador mediante el estudio a nivel proteómico del fenotipo de este patógeno en 
estadio intracelular. Estos estudios nos permitieron tener una visión global de la 
adaptación fenotípica de B. pertussis al entorno intracelular. A partir de esta información 
se avanzó en la caracterización funcional de una serie de proteínas potencialmente 
relevantes para la sobrevida intracelular de B. pertussis  
A modo de resumen, en el Capítulo 3 se describen los estudios realizados para 
analizar los cambios en el proteoma de B. pertussis durante su adaptación al entorno 
intracelular en macrófagos humanos. Encontramos un aumento en la expresión de 
proteínas bacterianas involucradas en la respuesta al estrés, adquisición de hierro, 
metabolismo celular, regulación transcripcional y virulencia involucradas en el proceso 
de adaptación al entorno intracelular. A partir de este análisis, se decidió estudiar en 
profundidad una serie de proteínas potencialmente involucradas en el establecimiento de 
nichos intracelulares. El estudio se centró particularmente en factores involucrados en la 
adquisición de nutrientes y en la adaptación a las condiciones encontradas dentro del 
fagosoma, un primer paso de crucial importancia para el establecimiento de un nicho 
intracelular de persistencia. Entre ellas, se encuentran proteínas implicadas en la 
adquisición de hierro (IRP1-3, BfrD y BfrE) y en la adaptación al entorno fagosomal 
(MgtC). En el Capítulo 4 se describen los estudios realizados para evaluar el rol de los 
receptores de hierro a partir de catecolaminas BfrD y BfrE en la adaptación intracelular 
de B. pertussis, mientras que en el Capítulo 5 se describen los estudios realizados para 
evaluar el rol del transportador de hierro ferroso IRP1-3. Los resultados presentados en 
el Capítulo 4 muestran que los receptores BfrD y BfrE están involucrados en la sobrevida 
intracelular de este patógeno tanto en macrófagos como en células del epitelio 
respiratorio. Por otro lado, en el Capítulo 5 se demuestra que el transportador IRP1-3 es 
un receptor de hierro secundario que está involucrado en la sobrevida intracelular de B. 
pertussis en células del hospedador sólo en ausencia de la fuente de hierro que capturan 
los receptores BfrD y BfrE. En el Capítulo 6 se analiza el rol del factor MgtC en la 
sobrevida de B. pertussis en células del hospedador, así como los posibles factores 





sobrevida intracelular de B. pertussis en macrófagos humanos. En ensayos in vitro se 
pudo comprobar que MgtC está involucrado en la adaptación de esta bacteria a la baja 
disponibilidad de magnesio y a pH ácido. En estudios con macrófagos se observó que en 
localización intracelular MgtC está fundamentalmente involucrada en mantener la 
viabilidad de la bacteria en el entorno ligeramente ácido encontrado en los endosomas 
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2. Materiales y métodos 
 
 2.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 
Las cepas y plásmidos utilizados en este estudio se detallan en la Tabla 2.1. Las 
cepas de Bordetella pertussis fueron cultivadas en placas de agar Bordet Gengou (ABG) 
(Difco Laboratories, EE. UU.), suplementada con 15% v/v de sangre desfibrinada de 
carnero (Laboratorio Argentino, Caseros, Argentina) durante 72 h a 37 ºC. Al cabo de 
este tiempo se repicó en una nueva placa ABG y se cultivó a 37 ºC durante 24 h. Las 
cepas de Escherichia coli fueron cultivadas en agar Luria-Bertani (LB) o en caldo LB. 
Para realizar ensayos de infección con B. pertussis se extrajo un inóculo del cultivo en 
medio sólido ABG para iniciar cultivos en medio líquido Stainer-Scholte (SS) [1] con una 
densidad celular inicial equivalente a DO650 (densidad óptica a 650 nm) 0,2 y se cultivó 
a 37 °C y 160 rpm durante 16 h. 
Tabla 2.1. Descripción de las cepas y plásmidos utilizados en este estudio 
Cepa Descripción Referencia 
B. pertussis Tohama Genotipo salvaje, CexR Instituto Pasteur, Francia 
B. pertussis ΔbfrDE Cepa mutante por eliminación en bfrD 
(ORF BP0856) y bfrE (ORF BP0857), 
derivada de Tohama 
Este estudio 
B. pertussis Δirp1-3 Cepa mutante por eliminación en 
irp1-3 (ORF BP1152), derivada de 
Tohama 
Este estudio 
B. pertussis ΔbfrDE 
Δirp1-3 
Cepa mutante por eliminación en bfrD 
(ORF BP0856), bfrE (ORF BP0857) e 
irp1-3 (ORF BP1152), derivada de 
Tohama 
Este estudio 
B. pertussis ΔmgtC Cepa mutante por eliminación en 
mgtC (ORF BP0414), derivada de 
Tohama 
Este estudio 
E. coli DH5α Cepa de laboratorio Stratagene 







Plásmido Descripción Referencia 
pSS4245 Plásmido de intercambio alélico 
AmpR, KmR, SmR 
[3] 
pSS4245ΔbfrDE Plásmido para eliminar bfrDE, 
derivado de pSS4245 
Este estudio 
pSS4245Δirp1-3 Plásmido para eliminar irp1-3, 
derivado de pSS4245 
Este estudio 
pSS4245ΔmgtC Plásmido para eliminar mgtC, 
derivado de pSS4245 
Este estudio 
pBBR1MCS Plásmido de complementación, CmR [4] 
pBBR-bfrDE Plásmido de complementación de 
bfrDE, derivado de pBBR1MCS 
Este estudio 
pBBR-mgtC Plásmido de complementación de 
mgtC, derivado de pBBR1MCS 
Este estudio 
 
R: Resistente. Amp: ampicilina Cex: cefalexina. Cm: cloranfenicol. Km: kanamicina. Sm: 
estreptomicina 
 
2.1.1. Cultivo en limitación de hierro y detección de sideróforos 
Para cultivar B. pertussis bajo limitación de hierro se iniciaron cultivos en medio 
SS usando como inóculo bacterias crecidas en ABG. Los cultivos se incubaron a 37 °C y 
160 rpm durante 16 h, las bacterias fueron recuperadas por centrifugación (10.000 × g, 
15 min) y lavadas con solución salina estéril libre de hierro. Volúmenes iguales de la 
suspensión bacteriana fueron utilizados para inocular SS (SS, 36 µM FeSO4·7H2O) y 
medio SS libre de hierro (SS-Fe, sin el agregado de FeSO4·7H2O), preparado como se 
describió previamente [5]. Las bacterias fueron cultivadas durante 20 h (37 °C, 160 rpm) 
y los cultivos repicados dos veces en el medio de cultivo respectivo. Para confirmar la 
limitación en hierro de B. pertussis se empleó el ensayo de cromo azurol S (CAS) para 
detectar la presencia de sideróforos en el sobrenadante de cultivo según fue descripto por 
Schwyn y Neilands [6]. Brevemente, muestras de cultivos de B. pertussis en medio SS-
Fe y SS fueron centrifugadas para remover las células y al sobrenadante se le adicionó un 
volumen equivalente de solución CAS. El cambio de color de azul a pardo-anaranjado 
indica la presencia de sideróforos, mientras que en ausencia de estos últimos la solución 
permanece azul. El sobrenadante de B. pertussis cultivada en exceso de hierro (medio SS) 





En determinados experimentos se adicionó (+)-bitartrato de L-(-)-Norepinefrina 
monohidrato (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EE. UU.) en una concentración final de 1 µM 
a cultivos SS de B. pertussis con exceso o limitación en hierro. 
 
2.1.2. Cultivo en pH ligeramente ácido 
Se estudió el crecimiento de B. pertussis en medios de cultivo con distintos valores 
de pH utilizando un medio SS modificado (SS-MES) en el cual el buffer Tris presente en 
el medio SS fue reemplazando por 50 mM de ácido 2-(N-morfolino)-etanosulfónico 
(MES) (Sigma-Aldrich) con capacidad buffer adecuada para trabajar a pH ligeramente 
ácido. El medio SS-MES se ajustó a pH 7,6, 6,0 o 5,0 con NaOH. Para cada ensayo, las 
bacterias fueron cultivadas hasta una DO650 de 1 en SS, lavadas una vez en solución salina 
e inoculadas en el medio SS-MES correspondiente con una DO650 inicial de 0,2. Los 
cultivos de bacterias en SS-MES a pH 7,6, 6,0 y pH 5,0 se realizaron a 37 °C en 
condiciones de agitación (160 rpm). Alícuotas del cultivo fueron tomadas a diferentes 
intervalos de tiempo para determinar el pH del medio y cuantificar la DO650 como medida 
del crecimiento bacteriano. 
 
2.1.3. Cultivo en limitación de magnesio 
Para evaluar el crecimiento de B. pertussis en condiciones limitantes de magnesio 
se utilizó medio SS con MgCl2 500 μM (SS, exceso de magnesio) o con MgCl2 10 μM 
(SS-Mg, limitación de magnesio). Las bacterias fueron cultivadas en ABG y se utilizaron 
para inocular SS-Mg con una DO650 inicial de 0,2. Los cultivos SS-Mg se incubaron a 37 
°C en condiciones de agitación (160 rpm) durante 16 h. Estos cultivos se utilizaron para 
inocular medio SS y SS-Mg con una DO650 inicial de 0,2 y se incubaron a 37 °C en 
condiciones de agitación (160 rpm). Alícuotas del cultivo fueron tomadas a diferentes 
intervalos de tiempo y se cuantificó su DO650 como medida del crecimiento bacteriano.  
 
2.2. Células y condiciones de cultivo 
La línea celular monocítica humana THP-1 (ATCC TIB-202, Rockville, EE. UU.) 
se cultivó en medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, EE. UU.) suplementado con 10% 





de aire con CO2 al 5% (v/v). La línea celular 16HBE14o- fue derivada de células 
epiteliales bronquiales normales inmortalizadas por transfección con el genoma del virus 
SV40 defectivo en el origen de replicación [7] (cedidas gentilmente por el Dr. Dieter 
Gruenert, Universidad de San Francisco, California, a través del Dr. Pablo Baldi, IDEHU, 
UBA). Las células 16HBE14o- fueron cultivadas según fue descripto por Cozens y col. 
[7], en botellas de cultivo tratadas con fibronectina, colágeno y seroalbúmina bovina 
(FN/C/BSA) en medio MEM suplementado con 10% (v/v) de SFB a 37 °C en una 
atmósfera humidificada de aire con CO2 al 5% (v/v). 
 
2.3. Anticuerpos y sueros 
Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para tinciones de microscopía 
confocal: fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con 
Cy3 (Jackson InmunoResearch, West Grove, EE. UU.), fragmentos F(ab)2 de anticuerpos 
de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC (Jackson InmunoResearch) y suero de 
conejo anti-B. pertussis obtenido según se describe según Hellwig y col. [8]. Para 
citometría de flujo se utilizaron los anticuerpos monoclonales (mAc) anti-HLA-DR 
humano conjugados con FITC y su respectivo control de isotipo (BD Biosciences, San 
Jose, EE. UU.). Para detectar proteínas mediante inmunoblot se utilizaron sueros de ratón 
anti-rAfuA y anti-rIRP1-3 según fue descripto por Alvarez Hayes y col. [9, 10] y sueros 
anti-rPRN1 según fue descripto por Lamberti [11]. 
 
2.4. Infección de células 
La línea celular monocítica humana THP-1 fue utilizada como modelo de 
infección de macrófagos humanos. Para ensayos de infección se sembraron en placas de 
24 pocillos 4×105 células THP-1 por pocillo en RPMI-SFB suplementado con 100 nM de 
forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (Sigma-Aldrich) y se incubó durante 24 h para la 
diferenciación a macrófagos. Luego las células se lavaron con buffer fosfato salino estéril 
(PBS) y se infectaron con B. pertussis en RPMI 1640 suplementado con seroalbúmina 
bovina al 0,2% (p/v) (BSA) (Sigma-Aldrich) con una multiplicidad de infección (Rib/c) 
de 100 bacterias por célula. La concentración bacteriana se estimó mediante medidas de 
DO650 y se cuantificó adicionalmente mediante recuentos de unidades formadoras de 





centrifugaron durante 5 minutos a 640 × g, temperatura ambiente. Después de 2 h a 37 
°C en 5% (v/v) de CO2, las células infectadas se lavaron con PBS para eliminar las 
bacterias no adherentes y se agregó medio fresco RPMI-SFB suplementado con 100 
μg/ml de sulfato de polimixina B (Sigma-Aldrich), un antibiótico que no puede penetrar 
las células de los mamíferos [12], para inactivar a las bacterias extracelulares restantes. 
Después de 1 h a 37 °C, las células fueron lavadas con PBS y se procesaron para 
determinar las bacterias intracelulares viables (3 h después de la infección) o se incubaron 
con medio RPMI-SFB suplementado con polimixina B 5 μg/ml durante 21 h o 45 h (24 
h y 48 h post infección, respectivamente). En experimentos control se evaluó la actividad 
bactericida del antibiótico. Brevemente, muestras de 4×107 bacterias fueron incubadas 
con 1 ml de polimixina B (100 μg/ml), durante 1 h a 37 ºC, lavadas con PBS y sembradas 
en placas ABG. El tratamiento determinó una disminución del 99,9999% de UFC en todas 
las cepas de B. pertussis utilizadas en este estudio. A su vez, se examinó el número de 
UFC en los sobrenadantes de cultivo no detectándose bacterias viables en ningún 
momento de la infección. En los tiempos seleccionados después de la infección, las 
células se lavaron con PBS y se lisaron con agua estéril. En algunos casos, en vez de ser 
lisadas con agua, las células THP-1 fueron separadas de la placa de cultivo por incubación 
con EDTA 5 mM en PBS y la muestra se dividió en dos alícuotas. Una de ellas se utilizó 
para determinar el número de células THP-1 viables mediante tinción con azul de tripán 
y la otra alícuota fue centrifugada a 800 × g y las células fueron lisadas por incubación 
con saponina 0,1 % (p/v) en agua destilada. Se realizaron diluciones seriadas del lisado y 
se cultivaron en placas ABG a 37 °C durante 5 días para enumerar UFC. En el caso de la 
lisis de las células THP-1 con agua, los resultados se enumeraron como UFC/ml mientras 
que en la lisis con saponina y recuento de células viables se expresó como UFC/célula. 
La viabilidad de las células THP-1 infectadas se determinó en los diferentes tiempos post 
infección por tinción vital con azul de tripán. No se observó muerte celular significativa 
en ninguno de los diferentes ensayos de infección realizados en este estudio. 
En determinados experimentos las células THP-1 fueron infectadas en 
condiciones proinflamatorias por estimulación con interferón gamma (IFN-ɤ). 
Brevemente, se sembraron en placas de 24 pocillos 4×105 células THP-1 por pocillo en 
RPMI-SFB suplementado con 100 nM de PMA y se incubó durante 24 h para la 
diferenciación a macrófagos. Posteriormente, el medio de cultivo fue reemplazado por 





(Thermo Scientific, Waltham, EE.UU.) en una concentración final de 150 U/ml y las 
células fueron incubadas por 24 h. Luego, las células fueron infectadas con B. pertussis 
como se describió previamente. El IFN-ɤ se mantuvo durante todo el tiempo de infección. 
En determinados experimentos, previo a la infección las células THP-1 fueron 
tratadas con bafilomicina A1 (BAF) (Sigma-Aldrich), un inhibidor de la v-ATPasa 
vacuolar [13], con el fin de neutralizar el pH vesicular. Para ello, 1 h antes de la infección 
las células THP-1 diferenciadas con PMA fueron incubadas con 50 nM de BAF en medio 
RPMI-SFB. La BAF se mantuvo durante todo el ensayo. En experimentos control se 
determinó el efecto de la BAF sobre la acidificación vesicular de células THP-1 tratadas 
y sin tratar con este inhibidor mediante la incubación con el marcador LysoTracker Red 
DND-99 (LysoTracker) (Molecular Probes, Invitrogen, California, EE. UU.). Luego del 
tratamiento con BAF no se encontraron vesículas marcadas con LysoTracker según se 
determinó por microscopía confocal, indicando que la incubación con BAF evita de 
manera eficiente la acidificación vesicular. La BAF no afectó la viabilidad celular ni 
tampoco la viabilidad de las bacterias según se determinó por tinción vital con azul de 
tripán y recuento de UFC, respectivamente. 
La línea celular 16HBE14o- fue utilizada como modelo de infección de células 
del epitelio respiratorio humano. Cuando el cultivo alcanzó un 80% de confluencia, las 
células fueron removidas por tratamiento con tripsina 0,25% (p/v) y EDTA 0,1% (p/v) 
(Tripsina-EDTA) durante 5 min a 37 °C y cultivadas en placas de 24 pocillos previamente 
tratadas fibronectina, colágeno y seroalbúmina bovina (FN/C/BSA) en una concentración 
de 5×104 células por pocillo. Las células 16HBE14o- fueron incubadas por 48 h en las 
placas multipocillo y posteriormente infectadas con B. pertussis de manera similar a lo 
realizado con células THP-1, con modificaciones. Brevemente, las células 16HBE14o- 
fueron incubadas con B. pertussis en MEM suplementado con BSA al 0,2% (p/v) con una 
multiplicidad de infección (Rib/c) de 30 bacterias por célula. Después de 3 h a 37 °C en 
5% (v/v) de CO2, las células infectadas se lavaron con PBS para eliminar las bacterias no 
adherentes y se agregó medio fresco MEM-SFB suplementado con 100 μg/ml de sulfato 
de polimixina B (Sigma-Aldrich) para inactivar a las bacterias extracelulares restantes. 
Después de 1 h a 37 °C, las células fueron lavadas con PBS y tratadas para determinar las 
bacterias intracelulares viables (4 h después de la infección) o se incubaron con medio 
MEM-SFB suplementado con polimixina B 5 μg/ml durante 20 h o 41 h (24 h y 48 h post 





células fueron separadas de la placa de cultivo por incubación con tripsina-EDTA durante 
5 min a 37 °C y las células fueron lisadas por incubación con saponina 0,1 % (p/v) en 
agua destilada. Se realizaron diluciones seriadas del lisado y se cultivaron en placas ABG 
a 37 °C durante 5 días para enumerar UFC. La viabilidad de las células infectadas 
16HBE14o- se determinó en los diferentes tiempos post infección por tinción vital con 
azul de tripán. No se observó muerte celular significativa en ninguno de los diferentes 
ensayos de infección realizados en este estudio. 
 
2.5. Cuantificación de adhesión y fagocitosis o internalización 
El número de bacterias extracelulares e intracelulares a las 2 h después de la 
infección, en el caso de células THP-1, o a las 3 h post infección, para la infección de 
células 16HBE14o-, se determinó mediante tinción de inmunofluorescencia como fue 
descripto por Rodriguez y col. [14]. Con este fin, muestras de células THP-1 ó 
16HBE14o- infectadas fueron fijadas con paraformaldehído (PFA) al 4% (p/v) y el 
número de bacterias adheridas e internalizadas fue estimado mediante microcopia de 
fluorescencia. Para ello, las células infectadas se incubaron con anticuerpos policlonales 
de conejo anti-B. pertussis durante 1 h a 4 °C, seguido de la incubación con fragmentos 
F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG conejo conjugados con Cy3 (Jackson 
InmunoResearch) durante 1 h a 4 °C. Para evitar el pegado inespecífico todas las 
incubaciones fueron realizadas en presencia de 10% (v/v) de suero normal humano 
inactivado por calor. Posteriormente, las células se permeabilizaron mediante incubación 
con PBS que contenía saponina al 0,1% (p/v) (Sigma-Aldrich) durante 30 min a 
temperatura ambiente, y las bacterias intracelulares y extracelulares fueron teñidas con 
anticuerpos policlonales de conejo anti-B. pertussis en presencia de saponina al 0,1% 
(p/v). Después de tres etapas de lavado las células se incubaron con fragmentos F(ab)2 de 
anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC (Jackson InmunoResearch) 
en presencia de 0,1% de saponina durante 1 h a temperatura ambiente. Los núcleos de las 
células eucariotas fueron teñidos por incubación con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 1 
μg/ml durante 5 min a temperatura ambiente y posteriormente lavadas con PBS. Las 
muestras se analizaron mediante microscopía de fluorescencia con un microscopio de 





extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares (verdes solamente) se evaluaron mediante 
el examen de al menos 50 células eucariotas.  
2.6. Análisis de colocalización por microscopía confocal 
Los estudios de colocalización se realizaron como se describió anteriormente [15], 
con modificaciones menores. Brevemente, las células THP-1 diferenciadas a macrófagos 
con PMA se infectaron con B. pertussis (Rib/c 100) como se describió anteriormente. 
Después de 2 h de incubación a 37 °C con 5% (v/v) de CO2, las bacterias no adherentes 
se eliminaron mediante tres etapas de lavado con PBS. Las bacterias extracelulares se 
inactivaron con polimixina B (100 μg/ml) durante 1 h y las células infectadas se 
procesaron para la tinción de organelas ácidas con 75 nM LysoTracker o se incubaron 
con medio RPMI-SFB suplementado con 5 μg/ml de polimixina B durante 21 h o 45 h. 
Las células luego se incubaron con LysoTracker 75 nM en RPMI-SFB durante 15 min a 
37 °C con 5% (v/v) de CO2 antes de la fijación con PFA. Las muestras fijadas se lavaron 
dos veces con PBS y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente con NH4Cl 50 
mM en PBS. Después de tres etapas de lavado, las células THP-1 se incubaron durante 
30 min con saponina al 0,1% (p/v) y BSA al 0,2% (p/v) en PBS. A continuación, las 
células se incubaron durante 1 h a 4 °C con suero de conejo anti-B. pertussis en presencia 
de saponina al 0,1% (p/v) y BSA al 0,2% (p/v). Después de tres etapas de lavado, las 
células se incubaron por 1 h con fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de 
conejo conjugados con FITC (Jackson InmunoResearch). Las muestras se analizaron 
utilizando un microscopio de escaneo láser confocal (Leica TCS SP5). El porcentaje de 
fagosomas que contenían bacterias que colocalizaban con LysoTracker se calculó 
mediante el análisis de al menos 50 fagosomas por muestra. 
 
2.7. Determinación de bacterias intracelulares viables por hibridación fluorescente 
in situ 
Se determinó la viabilidad de las bacterias intracelulares mediante hibridación 
fluorescente in situ (FISH) y microscopía. Esta técnica se basa en la detección de 
secuencias de ARN específicas que están presentes solamente en microorganismos 
viables [16-18]. Las bacterias contienen un gran número de copias de ARN 16S ribosomal 
por célula que son degradadas rápidamente luego de morir, y por lo tanto pueden ser 





este estudio se utilizaron sondas de ADN complementarias al ARNr 16S para la 
determinación de bacterias intracelulares viables. Para ello, muestras de macrófagos 
infectados fueron fijadas con PFA al 4% (p/v) durante 10 minutos. La hibridación con 
sondas de oligonucleótidos fluorescentes se realizó según fue descripto por Neef y col. 
[20]. Se utilizaron las sondas de ADN BET42a (5′-GCCTTCCCACTTCGTTT-3′) y 
EUB338 (5′-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3′) conjugadas al fluoróforo Alexa 488 que 
reconocen el ARNr 16S de las bacterias pertenecientes a la subclase de β-proteobacterias 
y eubacterias, respectivamente [21], categorías que incluyen a B. pertussis. Como control 
negativo se utilizaron sondas complementarias a EUB338 y a BET42a conjugadas a 
Alexa 488 denominadas non-EUB338 y non-BET42a, respectivamente. Las sondas 
BET42a y EUB338 fueron utilizadas juntas para aumentar la sensibilidad de detección. 
Las sondas fueron preparadas en una concentración final de 10 nM en buffer de 
hibridación (NaCl 90 mM, Tris/HCl 20 mM pH 7,4, SDS 0,01% (p/v) y formamida 35% 
(v/v)). Luego de lavar con agua bidestilada y filtrada, las células fueron incubadas con las 
sondas durante 1,5 h a 46 °C en cámara húmeda saturada en buffer de hibridación. 
Posteriormente las células fueron incubadas con buffer de lavado (NaCl 80 mM, Tris/HCl 
20 mM pH 7,4, SDS 0,01% (p/v) y EDTA 5 mM pH 8) durante 30 minutos a 48 °C. 
Luego de un lavado con PBS las células fueron lavadas con agua bidestilada filtrada y 
colocadas sobre un portaobjeto para la determinación del número de bacterias viables 
mediante microscopia confocal (Leica TCS SP5). En experimentos control con bacterias 
muertas por incubación con polimixina B se demostró que la marcación con estas sondas 
no genera señal detectable. Asimismo, no se detectó señal en bacterias viables utilizando 
las sondas non-EUB88 y non-BET42a. 
 
2.8. Aislamiento de B. pertussis intracelular 
El aislamiento de bacterias intracelulares se realizó siguiendo un protocolo 
previamente optimizado por nuestro grupo basado en la lisis de la célula infectada y 
posterior separación de las bacterias mediante centrifugación en un gradiente de sacarosa. 
Para ello, células THP-1 infectadas con B. pertussis fueron suspendidas en sacarosa 0,3 
M / imidazol 3mM / HCl pH 7,4 suplementado con inhibidores de proteasas (Sigma-
Aldrich) en una concentración aproximada de 5×107 células/ml. Las células eucariotas 





baja potencia) para liberar las bacterias intracelulares. Los núcleos y las células intactas 
se eliminaron posteriormente mediante centrifugación a 505 × g durante 5 minutos a 4 °C 
sobre una solución de sacarosa 0,8 M. El sobrenadante se diluyó cinco veces en imidazol 
3 mM / HCl pH 7,4 con inhibidor de proteasas, y se agregó en la parte superior de una 
gradiente de sacarosa discontinuo compuesto de tres capas: capa inferior (sacarosa 1M), 
compuesta de 1 ml de solución de sacarosa 1 M / imidazol 3 mM / HCl pH 7,4; capa 
intermedia (sacarosa 0,8 M) compuesta de 1 ml de solución de sacarosa 0,8 M / imidazol 
3 mM / HCl pH 7,4 ; y capa superior (sacarosa 0,4 M) compuesta de 1 ml de solución de 
sacarosa 0,4 M / imidazol 3 mM / HCl pH 7,4. El gradiente, preparado en un tubo SW40Ti 
(Beckman Coulter, Inc., Fullerton, EE. UU.), se centrifugó posteriormente a 3340 × g 
durante 15 minutos a 4 °C. Las velocidades de aceleración y desaceleración se 
establecieron en ocho y uno, respectivamente. La banda resultante en la interfaz de las 
capas 0,8 M y 1 M, enriquecida en bacterias B. pertussis, fue aspirada y diluida 1:1 con 
buffer imidazol 3 mM / HCl pH 7,4. Posteriormente se centrifugaron a 15.000 × g durante 
10 min a 4 °C. Las bacterias se recuperaron del precipitado y se almacenaron a -70 °C. 
Luego, fueron liofilizadas y procesadas para su análisis proteómico. Un total de tres 
replicados biológicos independientes pertenecientes a bacterias recuperadas de células 
THP-1 a las 3 h post infección y 48 h post infección fueron obtenidos. 
 
2.9. Análisis proteómico de bacterias aisladas de macrófagos humanos 
Bacterias intracelulares recuperadas de células THP-1 a las 3 h y 48 h post 
infección, y bacterias incubadas durante 3 h en RPMI 1640-BSA al 0,2% (p/v) en 
ausencia de células THP-1 (bacterias extracelulares, control) fueron sometidas a análisis 
proteómico mediante nano-LC MS/MS. Para ello, se añadieron 30 μl de urea 8 M / tiourea 
2 M (UT) en agua a cada muestra y las proteínas se solubilizaron durante 1 h a temperatura 
ambiente. Las muestras se centrifugaron a 20.000 × g a 20 °C durante 1 h y el 
sobrenadante se transfirió a un nuevo vial. La concentración de proteína total se midió 
usando un ensayo de Bradford (Bio-Rad, München, Alemania) con BSA como estándar. 
Cuatro μg de proteínas en buffer UT se diluyeron hasta una concentración final de urea 1 
M / tiourea 0,25 M en bicarbonato de amonio (ABC) 20 mM. Posteriormente, las 
proteínas fueron reducidas con ditiotreitol 25 mM (DTT), alquiladas con yodoacetamida 





(0,25 μg/μl) (Promega, Madison, EE. UU.) durante 16 h en un baño de agua a 37 °C. La 
digestión se detuvo por adición de ácido trifluoroacético (TFA, Merck, Darmstadt, 
Alemania) en una concentración final del 0,1% (v/v). El material insoluble se eliminó por 
centrifugación a 16.000 × g durante 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante 
se transfirió a un tubo de 1,5 ml y los péptidos se purificaron y desalaron usando columnas 
C18-ZipTip (Merck Millipore, Billerica, EE. UU.). El análisis por nano-LC MS/MS se 
realizó utilizando un sistema Proxeon Nano-LC (Proxeon, Odense, Dinamarca) 
conectado a un LTQ-Orbitrap-Velos MS (Thermo Electron, Bremen, Alemania) equipado 
con una fuente nano-ESI. Para la separación por LC se utilizó una columna Acclaim 
PepMap100 con un capilar de 15 cm de longitud de fase estacionaria (C18, 3 mm, 100 A, 
Dionex, Sunnyvale, EE. UU.). Los solventes utilizados para la cromatografía fueron 
acetonitrilo 2% y ácido acético 0,1% (v/v) en agua de grado HPLC (Solvente A) y ácido 
acético 0,1% (v/v) en acetonitrilo (Solvente B). La tasa de flujo aplicada fue de 300 nl/min 
y el gradiente en el solvente varió de 100% de solvente A (15 min) a 60% de solvente B 
(290 min). El MS fue operado en modo dependiente de datos para poder cambiar 
automáticamente entre el modo Orbitrap-MS y el modo adquisición de MS/MS por 
disociación inducida por colisión (CID). La exploración completa por MS (de m/z 300 a 
1.700) se adquirió en el Orbitrap con resolución R = 30.000 en m/z 400. Fueron aislados 
secuencialmente hasta 20 de los iones más intensos para CID en la trampa de iones lineal. 
Los iones seleccionados se excluyeron dinámicamente durante los siguientes 60 seg. 
Otras condiciones utilizadas de MS fueron: voltaje de electrospray de 1,5 kV, sin vaina 
ni flujo de gas auxiliar, umbral de selección de iones 500 para MS/MS, valor Q de 
activación de 0,25 y tiempo de activación de 30 ms. 
 
2.10. Análisis de los datos de proteómica global por MS 
Para la identificación de proteínas, los datos crudos se procesaron con el software 
Sorcerer™ v3.5 (Sage-N Research, Inc. Milpitas, EE. UU.). Después del procesamiento, 
se buscaron todos los espectros de MS en tándem utilizando la herramienta de búsqueda 
SEQUEST® v.27, rev.11 (ThermoFinnigan, San Jose, EE. UU.) utilizando una base de 
datos FASTA de B. pertussis Tohama digerida in silico con tripsina. La secuencia anotada 
del genoma de B. pertussis Tohama (número de acceso de GenBank: B. pertussis Tohama 





Genomes (IMG) (https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/w/main.cgi) [22]. Las búsquedas se 
realizaron con una tolerancia de precursor iónico de 20 ppm, tolerancia de masa iónica 
del fragmento de 1 Da, y oxidación de metionina especificada como modificación 
variable. Se permitió que los péptidos identificados contengan hasta 2 sitios de corte con 
tripsina no realizados previendo que la efectividad de la enzima pudo no haber sido del 
100%. Las identificaciones de péptidos se aceptaron si superaban el umbral específico de 
la herramienta de búsqueda de la base de datos. Las identificaciones por SEQUEST® 
requirieron al menos puntajes de ΔCn mayor a 0,10 y puntuaciones de XCorr mayores a 
2,2; 3,8 y 3,8 para péptidos con carga doble, triple y cuádruple, respectivamente. Las 
proteínas que contenían péptidos similares y no podían diferenciarse solamente por el 
análisis en tándem de MS se agruparon para satisfacer los principios de parsimonia. El 
software Scaffold 3.0 (Proteome Software, Portland, EE. UU.) fue utilizado para validar 
las identificaciones de proteínas derivadas a partir de resultados de identificación de MS 
en tándem. Las identificaciones peptídicas asignadas por SEQUEST® se verificaron con 
el programa de búsqueda de bases de datos X!Tandem [23]. Se aceptaron las 
identificaciones de péptidos y proteínas si se podía establecer un péptido con una 
probabilidad superior al 95%, tal como especifica el algoritmo Peptide Prophet [24]. Las 
probabilidades de identificación de proteínas fueron asignadas por el algoritmo Protein 
Prophet [24]. Las identificaciones de proteínas se aceptaron si alcanzaban una 
probabilidad superior al 99% y si se habían identificados al menos dos péptidos únicos 
correspondientes a la proteína analizada. Estos criterios establecen típicamente una tasa 
de descubrimiento falso menor al 0,01%. Todos los datos proteómicos fueron depositados 
en el Consorcio ProteomeXchange [25, 26] a través del repositorio PRIDE con el 
identificador del conjunto de datos PXD002997.  
La abundancia relativa de las proteínas entre las diferentes muestras fue estimada 
sobre la base de recuentos espectrales. El conteo espectral es una medida de frecuencia 
que se correlaciona con la abundancia de proteínas [27]. Para reducir la tasa de falso 
descubrimiento, se utilizaron en los cálculos finales solamente las proteínas que estaban 
presentes en al menos dos o más replicados biológicos [28]. Para evaluar si existían 
diferencias significativas en la abundancia de proteínas, los recuentos espectrales totales 
de las diferentes muestras fueron previamente normalizados, permitiendo esta operación 
comparar las abundancias relativas de diferentes muestras aun cuando existan diferencias 





dos grupos para determinar diferencias estadísticamente significativas en la abundancia 
relativa de cada proteína entre los datos normalizados de cada condición (p-valor < 0,01). 
Los p-valores se ajustaron posteriormente para la corrección de pruebas múltiples con el 
fin de controlar la tasa de falso descubrimiento (TFD) utilizando un punto de corte de 
0,05 siguiendo el procedimiento de Benjamini-Hochberg (BH) [29]. Las proteínas con un 
valor p < 0,01, un valor q (valor p corregido por BH) < 0,05 y un cambio absoluto mayor 
a 1,5 se consideraron significativamente reguladas. Las proteínas que mostraron un p-
valor < 0,01 y un cambio absoluto mayor a 1,5 entre dos condiciones, pero un valor q > 
0,05 se definieron como proteínas con una tendencia en la regulación. La prueba t para 
dos grupos y las correcciones para pruebas múltiples se realizaron utilizando el software 
Genedata Analyst v8.2 (Genedata AG, Basilea, Suiza). Las proteínas que carecían de 
datos de recuento espectral para una condición en una comparación de a pares se 
consideraron significativamente modificadas y se definieron como "ON-OFF". Proteínas 
de baja abundancia con menos de cuatro conteos espectrales totales en cualquier 
condición fueron excluidas del análisis cuantitativo. 
La clasificación MultiFun, desarrollada para Escherichia coli [30], fue 
ligeramente modificada como se describe en Alvarez Hayes y col. [31] y utilizada para 
clasificar las proteínas de B. pertussis, basándose en la identificación de su 
correspondiente ortólogo en E. coli. Dado que B. pertussis tiene factores de virulencia 
que son controlados por el sistema de dos componentes BvgAS, ausentes en E. coli, se 
incluyó en el análisis la categoría "Factores de Virulencia” [31]. Las categorías restantes 
incluyeron "Metabolismo" (MultiFun categoría 1), "Transferencia de información" (Cat. 
2), "Regulación" (Cat. 3), "Transporte" (Cat. 4), "Procesos celulares" (Cat. 5), "Estructura 
celular" (Cat. 6) e "Hipotéticas y conservadas hipotéticas" (sin homólogo en E. coli o 
función desconocida). Las proteínas con una función hipotética que sólo ha sido asignada 
por homología a otros genomas sin evidencia biológica se incluyeron en la clasificación 
MultiFun de acuerdo con su respectiva función predicha. Las proteínas que tienen 
múltiples funciones celulares fueron asignadas a la primera categoría relevante siguiendo 
el orden en que se encuentran las categorías funcionales enumeradas arriba (factores de 
virulencia, metabolismo, transferencia de información, etc.) y no fueron asignados a 
ninguna categoría posterior. 
Los diagramas de análisis de componente principal (ACP) se crearon utilizando 





de los datos normalizados para cada punto de muestreo (control, 3 h y 48 h post infección) 
y tres réplicas biológicas teniendo en cuenta únicamente las proteínas que se detectaron 
en todas las réplicas. Los mapas tipo árbol de Voronoi se crearon con el software Paver 
(DECODON GmbH, Greifswald, Alemania) [32] sobre la base de datos de B. pertussis 
Tohama de la base de datos SEED versión 2.0 [33]. 
2.11. Adquisición de datos de monitoreo de reacción única (SRM) 
Estudios de proteómica dirigida (SRM) fueron realizados para verificar la 
abundancia relativa de una serie de proteínas identificadas durante el análisis proteómico. 
Para el análisis por SRM se utilizaron las mismas muestras que fueron utilizadas para la 
proteómica global nano-LC MS/MS. Los péptidos fueron resuspendidos en un buffer con 
acetonitrilo 2% (v/v) (ACN) y ácido acético 0,1% (v/v) en agua grado HPLC. El análisis 
por SRM se realizó con dos replicados biológicos independientes de cada condición y con 
dos replicados técnicos de cada muestra. Al igual que en el análisis proteómico global, 
los péptidos se separaron en un sistema Proxeon nano-LC (Proxeon, Odense, Dinamarca) 
con una columna Acclaim PepMap100 con un capilar de 15 cm de longitud de fase 
estacionaria (Dionex, Sunnyvale, EE. UU.), utilizando una velocidad de flujo de 300 
nl/min y empleando un gradiente no lineal desde 5% a 90% (v/v) en 33 min (0 min-5% 
ACN / 3-5 / 26-35 / 29-45 / 31-90 / 33-90 / 36-0). Los péptidos separados se ionizaron 
aplicando electrospray. La fragmentación de los precursores analizados en el primer 
cuadrupolo se realizó utilizando la disociación inducida por colisión mediante la 
aplicación de energías de colisión de acuerdo con los valores predeterminados por el 
equipo. Las transiciones se analizaron con un espectrómetro de masas triple cuadrupolo 
TSQ Vantage (Thermo Electron, Alemania) operado en modo SRM por el software 
Xcalibur 2.1 (ThermoScientific, Alemania). Fueron elegidas las transiciones disponibles 
de los espectros MS/MS del análisis global. Se incluyeron péptidos proteotípicos 
adicionales derivados de la digestión in silico con tripsina de las proteínas analizadas. Los 
análisis por SRM se ajustaron a una resolución de MS para MS1 de 0,7 en ancho completo 
a la mitad del máximo (FWHM), tiempo de ciclo de 2,5 seg y un voltaje de desconexión 
de 1 V. Al menos cuatro transiciones para cada péptido y al menos dos péptidos 
proteotípicos para cada proteína fueron registrados, a excepción de MgtC que se analizó 







Tabla 2.2. Péptidos seleccionados para el análisis por SRM 
Gen Locus Péptido 
bfrD BP0856 GGAGGSINLVTK 
bfrD BP0856 GTIDGNWVLGENTALR 
bfrD BP0856 LIQDQGASDLEAVLR 
cyaA BP0760 ASALGVDYYDNVR 
cyaA BP0760 GEGYVFYENR 
cyaA BP0760 IGLGILADLGAGR 
cyaA BP0760 ITGDAQANVLR 
fhaB BP1879 GQVDLHDLSAAR 
fhaB BP1879 LAGTLEVYGK 
gdhA BP1857 LDTYASQFGLR 
gdhA BP1857 LSNSAASVFTGK 
gdhA BP1857 VSVSGSGNVAQYAIEK 
groEL BP3495 GVNVLANAVK 
groEL BP3495 GYLSPYFINSPEK 
maeB BP1120 AIAELAQAEQNDEVAR 
maeB BP1120 FNDTWNGYYQLR 
maeB BP1120 LQAYPDSTLK 
maeB BP1120 YVEEVIGR 
mgtC BP0414 LGNEGEIR 
ppsA BP1436 ATGQVLVTGR 
ppsA BP1436 VPGGFATTAQAFR 
ptxA BP3783 SVASIVGTLVR 
ptxA BP3783 YTEVYLEHR 
 
2.12. Análisis de datos de SRM 
La configuración y validación de transiciones y energía de colisión, así como el 
cálculo del área de pico se realizó con el programa Skyline v3.5 [34]. La identificación 
de péptidos en las diferentes muestras se validó por el tiempo de retención y el patrón de 
transición del pico. Además, se creó una biblioteca espectral de las medidas de proteómica 
global dependientes de datos de B. pertussis en el programa Skyline para verificar los 
espectros SRM. Para ello, se adquirieron todos los péptidos posibles para cada una de las 





réplicas para la cuantificación relativa. La cuantificación final entre el control (bacterias 
extracelulares) y las muestras de bacterias intracelulares aisladas a las 3 h y 48 h post 
infección se llevó a cabo a nivel de proteína promediando las relaciones de área de los 
péptidos pertenecientes a cada proteína. Para normalizar los datos se utilizaron las áreas 
promedio de las proteínas houskeeping MaeB (BP1120) y GdhA (BP1857) y los 
resultados finales se presentaron como proporciones relacionadas con el control (bacterias 
extracelulares). 
 
2.13. Construcción de cepas mutantes 
Para generar cepas mutantes de B. pertussis por eliminación de genes se utilizó 
una estrategia de mutagénesis por intercambio alélico descripta por Inatsuka y col. [3]. 
Esta estrategia involucra dos recombinaciones homólogas entre un vector y el genoma de 
B. pertussis que finaliza con la eliminación del gen de interés. Para ello, en primer lugar, 
se realiza una construcción de ADN que contiene un alelo truncado del gen de interés, 
generado en un único marco de lectura, junto a regiones adyacentes homólogas al genoma 
de B. pertussis a ambos extremos del mismo (Figura 2.1). Las regiones homólogas 
adyacentes se incluyen para proveer una secuencia de nucleótidos que permite realizar la 
primera recombinación homóloga entre el plásmido y el genoma de B. pertussis. Esta 
construcción es ligada al plásmido suicida pSS4245, que no puede duplicar en Bordetella. 
El plásmido pSS4245 contiene genes de resistencia para los antibióticos ampicilina, 
kanamicina y estreptomicina permitiendo la selección de bacterias que hayan integrado 
el plásmido en la primera recombinación homóloga. Además, contiene un gen que 
codifica para la enzima de restricción I-SceI bajo el control del promotor de la toxina 
pertussis, que asegura la expresión de esta nucleasa únicamente en bacterias en fase 
virulenta, es decir, cultivadas en ausencia de moduladores como MgSO4. Asimismo, el 
plásmido contiene un sitio de corte para la enzima I-SceI que está ausente en el genoma 
de B. pertussis (Figura 2.1). La expresión de la nucleasa I-SceI y el corte del genoma en 







Figura 2.1: Estrategia de construcción de un vector de intercambio alélico para realizar 
mutagénesis en B. pertussis A) Región genómica que contiene el gen a eliminar en la cepa salvaje. Se 
muestran los cebadores utilizados para amplificar por PCR las regiones homólogas adyacentes al gen de 
interés y generar la construcción para la eliminación (5F y 5R, región corriente arriba; 3F y 3R, región 
corriente abajo). Se indican los sitios de enzimas de restricción presentes en los cebadores. B) 
Amplificaciones por PCR de las regiones homólogas adyacentes al gen de interés. C) Plásmido de 
intercambio alélico pSS4245. Este plásmido contiene la construcción para realizar la mutagénesis, un sitio 
de restricción de la endonucleasa I-SceI, el gen que codifica para la endonucleasa I-SceI bajo el promotor 
de la toxina pertussis (ptx) y los genes de resistencia a los antibióticos kanamicina (KmR), estreptomicina 
(SmR) y ampicilina (AmpR). El gen SmR es expresado por B. pertussis y no por E. coli. 
El plásmido pSS4245 con la construcción para realizar la mutagénesis es 
introducido en E. coli SM10(λpir) (cepa donante) y transferido a B. pertussis (cepa 
receptora) mediante conjugación bajo condiciones de cultivo moduladoras (en presencia 
de MgSO4 50 mM), para mantener la fase avirulenta y así evitar la producción de la 
endonucleasa I-SceI. Las bacterias que integran el plásmido por recombinación entre las 
regiones homólogas del mismo y el genoma son seleccionadas en un medio de cultivo 
con ampicilina 30 µg/ml, estreptomicina 100 µg/ml y kanamicina 40 µg/ml (Figura 2.2-
I). El gen que codifica la resistencia a estreptomicina solamente es expresado por B. 
pertussis, permitiendo eliminar las bacterias E. coli usadas como cepa parental en la 
conjugación. Los clones transconjugantes de B. pertussis obtenidos luego de esta primera 
recombinación son merodiploides: contienen una copia salvaje y una copia mutante del 
gen a eliminar en su genoma (Figura 2.2-II). La segunda recombinación homóloga, que 
involucra la eliminación del plásmido integrado en el genoma junto con una copia del 
gen, ya sea el salvaje o mutante, se induce al cultivar los clones transconjugantes en ABG 








virulenta activa la expresión de la endonucleasa I-SceI, que corta al genoma en un sitio 
de restricción presente únicamente en la secuencia del plásmido integrado (Figura 2.2-
III). Esta rotura de doble hebra del ADN genómico activa mecanismos de reparación que 
inducen una segunda recombinación homóloga, generando clones con la copia del alelo 
salvaje o la copia mutante por eliminación, con la consiguiente pérdida del plásmido junto 
con la otra copia del alelo (Figura 2.2-IV). Mediante PCR se analizan los clones 
obtenidos para identificar aquellos que den amplificaciones correspondientes a una cepa 
mutante por eliminación. 
 
Figura 2.2: Esquema de las recombinaciones homólogas realizadas para obtener una cepa 
mutante. I) Primera recombinación entre las regiones homólogas del plásmido pSS4245 y el genoma de 
B. pertussis. II) La integración del plásmido en el genoma de B. pertussis genera una cepa merodiploide 
que contiene una copia del gen salvaje y una copia mutante. III) Al subcultivar los clones merodiploides 
en medio sin modulador de fase se induce la expresión de la nucleasa I-SceI, que corta el genoma de B. 
pertussis en el sitio I-SceI codificado en el plásmido pSS4245 integrado. Se produce entonces la segunda 
recombinación homóloga, existiendo dos posibilidades, A y B. IV) Esquema del genoma después de la 
segunda recombinación homóloga. La recombinación A da una cepa tipo salvaje (wt) mientras que la 
recombinación B da una cepa tipo mutante (ΔgenX). AtbR: genes de resistencia a los antibióticos 









Las amplificaciones mediante PCR de los fragmentos de ADN correspondientes 
a las regiones adyacentes al gen a eliminar se realizaron utilizando ADN polimerasa de 
alta fidelidad Q5 (New England Biolabs, Massachusetts, EE. UU.) y ADN genómico de 
B. pertussis Tohama como molde. La región corriente arriba adyacente del gen a eliminar 
fue amplificada usando los cebadores 5F y 5R correspondientes y la región corriente abajo 
utilizando los cebadores 3F y 3R (Tabla 2.3). Los cebadores utilizados contienen en su 
secuencia un sitio de reconocimiento de una enzima de restricción para facilitar los pasos 
posteriores (Tabla 2.3). Los productos de PCR de aproximadamente 750 pb fueron 
escindidos por las respectivas enzimas de restricción (New England Biolabs) y ligados 
utilizando la enzima ADN ligasa T4 (New England Biolabs). Este producto fue 
posteriormente utilizado en una ligación con el plásmido de intercambio alélico pSS4245. 
El plásmido resultante posee un inserto que contiene una versión truncada del gen a 
eliminar generada en un único marco de lectura y sin marcadores de selección junto con 
las regiones circundantes corriente arriba y corriente abajo del gen (Figura 2.1C). El 
plásmido pSS4245 resultante fue introducido en la cepa E. coli SM10(λpir) (cepa 
donante) y transferido a B. pertussis Tohama (cepa receptora) mediante conjugación, 
como se describe en Inatsuka y col. [3]. Como resultado de dos eventos de recombinación 
posteriores, se obtuvo una cepa que contiene una eliminación cromosómica del gen de 
interés. Los clones mutantes son seleccionados mediante PCR con los cebadores 5F y 3R 
correspondientes, que permiten distinguir según el tamaño de la amplificación obtenida 
entre clones salvajes o mutantes por eliminación del gen de interés. La eliminación del 
gen y las secuencias de sus regiones adyacentes en la cepa mutante se confirmaron 






Tabla 2.3: Cebadores utilizados para construir cepas mutantes. Los sitios de enzimas 
restricción agregados se encuentran subrayados. 
Cebador Secuencia Sitio de restricción 
bfrDE-5F CTGCGGCCGCCGTGTACTTCGACGATCCGG NotI 
bfrDE-5R GAACTAGTCATGGGAATCCGCTATCGTC SpeI 
bfrDE-3F CTACTAGTTATTGAGCGCAGCCGCGC SpeI 
bfrDE-3R GAGAATTCGTTCAACGAGACGATCCGCG EcoRI 
irp1-3-5F AAACAATTGGGAAATCCAGCAGCGC MfeI 
irp1-3-5R AAAGGATCCCATCATGTACGAGTCC BamHI 
irp1-3-3F AAAGGATCCGTACTGATCGTGCGTG BamHI 
irp1-3-3R AAACAATTGGCCCACCACCAGCAGG MfeI 
mgtC-5F CTGCGGCCGCCCTTCGGCAATCAGCGTCATG NotI 
mgtC-5R GAACTAGTCATGGCTGCGTGCTCCCGG SpeI 
mgtC-3F CTACTAGTAAGCGGGTCGTCGCGCAGC SpeI 
mgtC-3R GAGGATCCCCTGGAAATCCTGGTCGATC BamHI 
 
2.14. Construcción de cepas complementadas 
Para la complementación de las mutaciones realizadas se introdujo un plásmido 
con una copia salvaje del gen de interés en las cepas mutantes por eliminación. Para ello, 
se amplificó por PCR el gen correspondiente junto con su propias secuencias promotoras 
y terminadoras de la transcripción utilizando la ADN polimerasa de alta fidelidad Q5 
(New England Biolabs) y ADN genómico de B. pertussis Tohama como molde. Para la 
amplificación por PCR se utilizaron los cebadores CF y CR que contienen en su secuencia 
un sitio de reconocimiento de una enzima de restricción para facilitar los pasos posteriores 
(Tabla 2.4). El producto de PCR se escindió con las enzimas de restricción 
correspondientes (New England Biolabs) y fue ligado con el vector pBBR1MCS (CmR) 
[4] utilizando la ADN ligasa T4 (New England Biolabs). El plásmido resultante fue 
introducido en E. coli SM10(λpir) (cepa donante) y posteriormente transferido a la cepa 
B. pertussis mutante en el gen de interés (cepa receptora) mediante conjugación, como 
fue descripto previamente. Se seleccionaron transconjugantes de B. pertussis en placas 
ABG suplementadas con cloranfenicol 20 μg/ml y cefalexina 100 μg/ml. La identidad del 
inserto presente en los plásmidos construidos fue confirmada mediante secuenciación de 
ADN. Las cepas mutantes de B. pertussis también fueron transformadas con el vector 





Tabla 2.4: Cebadores utilizados para construir plásmidos de complementación. Los 
sitios de enzimas restricción agregados se encuentran subrayados. 
Cebador Secuencia Sitio de restricción 
bfrDE-CF CTACTAGTGCGCCGCTTCAGCGATACC SpeI 
bfrDE-CR GAAAGCTTGTCTTCCGCCCGGGTGGC HindIII 
irp1-3-CF CTACTAGTCCAGCGAAGCTGGCTGAAGG SpeI 
irp1-3-CR GAAAGCTTCAGGGTGAACGTAGGCAGG HindIII 
mgtC-CF CTACTAGTCGGCGTCTCCAACGCAGGC SpeI 
mgtC-CR GAAAGCTTCCGAGCAGATCATCGCTGCC HindIII 
 
2.15. Extracción de ARN y RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) 
Se extrajo ARN total a partir de muestras de B. pertussis obtenidas en la fase de 
crecimiento exponencial utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen, Valencia, EE. UU.) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante, incluido un tratamiento con ADNasa I 
(Promega, Madison, EE. UU.). La calidad del ARN se evaluó mediante electroforesis en 
gel de agarosa y fotométricamente mediante NanoDrop2000 (Thermo Scientific). La 
síntesis de ADNc se realizó con la transcriptasa inversa M-MLV (Promega) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Para cada síntesis de ADNc, se utilizó 1 μg de ARN total y 
10 μM de hexámeros aleatorios (Qiagen). Se incluyó una reacción control sin la 
transcriptasa inversa M-MLV para confirmar la ausencia de ADN genómico en las 
muestras de ARN utilizadas para la síntesis de ADNc. Se realizaron análisis cuantitativos 
de PCR en tiempo real (RT-qPCR) en un sistema qPCR Mx3000P (Stratagene, San 
Diego, EE. UU.) con SYBR GreenPCR Master Mix (Roche, Mannheim, Alemania) y 0,5 
μM de cada cebador directo e inverso. Las secuencias de los cebadores usados se 
especifican en la Tabla 2.5. El ciclo de PCR comprendió una preincubación de 10 
minutos a 95 °C, seguida de 40 ciclos de una PCR de dos pasos que consiste en una etapa 
de desnaturalización a 94 °C durante 15 seg y una fase combinada de hibridación y 
extensión a 60 °C durante 60 seg. Los amplicones resultantes se examinaron mediante 
curvas de fusión y electroforesis en gel de agarosa. El nivel de expresión relativa de cada 
gen se calculó mediante el método del ciclo límite (2-ΔΔCt) según fue descripto por Livak 
y Schmittgen [35]. El gen recA o el gen rpoD fueron usados como genes de referencia 






Tabla 2.5: Cebadores utilizados para RT-qPCR 
Gen ORF Cebador directo (RTF) Cebador inverso (RTR) 
afuA BP1605 CCGTCAAGCTGCTGGAGTA CACCGGGTACTCGTAGTTGG 
bfrD BP0856 AGGAACCAGGATTTCACCG CACCCAGTTGCCGTCTATG 
bfrE BP0857 CAGGTAGAGGGCGAAGCG GGGCGTATCCAGCAAGGG 
irp1-3 BP1152 GCACTATGGCGACAACGTC GCCGAAGTGGTTCATCTTGT 
mgtC BP0414 ATCAAGCTGGGCAACGAG GCGATGCGCTTTTCCAG 
mgtE BP2806 TCGCTGGAGGTGGTGTTG GCACTTCGGTATCGGGCT 
recA BP2546 GACGACAAAACCAGCAAGG CGTAGACCTCGATCACGC 
rpoD BP2184 ATGGGCATCCGCTTCACG CTTCGTCCAACACCCAC 
 
2.16. Inmunoblot 
Para los ensayos de inmunoblot se obtuvieron muestras proteicas a partir de 
suspensiones bacterianas de B. pertussis cultivadas en medio SS. Cantidades equivalentes 
de bacterias fueron incubadas en buffer Laemmli (Tris 60 mM / HCl pH 6,8, SDS 2% 
(p/v), glicerol 10% (v/v), β-mercaptoetanol 5% (v/v), azul de bromofenol 0,01% (p/v)) 
por 5 min a 100 °C, centrifugadas 15.000 × g por 10 min y posteriormente separadas 
mediante SDS-PAGE. Las proteínas fueron transferidas a membranas de polifluoruro de 
vinilideno (PVDF) (Immobilon PVDF Millipore, Bedford, MA, EE. UU.) o teñidas con 
Coomassie Blue R-250 como fue descripto por Brunelle y Green [36] para utilizar como 
control de carga del inmunoblot. Las membranas fueron incubadas con antisueros de ratón 
anti-rAfuA, anti-rIRP1-3 o anti-rPrn1. La detección inmunoquímica se realizó empleando 
anticuerpos de cabra anti-IgG de ratón conjugados con fosfatasa alcalina (Jackson 
Immuno Research) y NBT/BCIP (Bio-Rad, Hercules, EE. UU.) como sustrato de 
reacción.  
 
2.17. Citometría de flujo 
El nivel de expresión de receptores en la superficie de las células THP-1 fue 
determinado mediante citometría de flujo utilizando el equipo FACScalibur (Becton 
Dickinson, Lincoln Park, NJ, EE. UU.). Las células THP-1 fueron separadas de la placa 
de cultivo por incubación con EDTA 5 mM en PBS, fijadas por tratamiento con 





de los mAc todas las incubaciones fueron realizadas en presencia de suero humano 
inactivado por calor al 25% (v/v). Los datos fueron procesados utilizando el software 
FlowJo (LLC, Oregon, EE. UU.). 
 
2.18. Análisis estadístico 
La comparación de medias para dos grupos independientes fue realizada con la 
prueba t de Student con un grado de significación (p) de 0,05. La comparación estadística 
para más de dos grupos fue realizada con el análisis de varianza (ANOVA). Para la 
comparación de los valores obtenidos (medias) se utilizó el test de Menor Diferencia 
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Las interacciones huésped-patógeno reflejan el complejo equilibrio que ocurre 
entre las defensas del huésped y los mecanismos de virulencia del patógeno [1]. La 
comprensión de estas interacciones proporciona información sobre los procesos 
metabólicos y los eventos reguladores críticos de la célula huésped, así como también 
acerca de los mecanismos de patogénesis empleados por los microorganismos infecciosos 
para subvertir la respuesta de la célula huésped [2]. Una mejor comprensión de esta 
intrincada interacción es necesaria para definir nuevos blancos terapéuticos y optimizar 
el desarrollo de vacunas contra enfermedades infecciosas [1, 3]. Dado que las proteínas 
son las principales responsables de las funciones biológicas de las células, una forma de 
evaluar las interacciones huésped-patógeno es a través del estudio de los cambios en la 
expresión de proteínas tanto en el huésped como en el patógeno mediante técnicas de 
proteómica [2]. La proteómica es el análisis sistemático de proteínas, particularmente sus 
interacciones, modificaciones, localización y funciones [2], y representa una herramienta 
poderosa para investigar las bases moleculares de la virulencia y la patogénesis [1].  
Tradicionalmente, se ha estudiado el papel de las proteínas del hospedador y los 
factores bacterianos en esta interacción de manera individual [3]. Sin embargo, a pesar 
que estos estudios proporcionan elementos importantes en relación al papel de 
componentes particulares, esta visión reduccionista tiene claras limitaciones debido tanto 
a redundancias funcionales como a la posible participación de cientos o miles de genes 
en diferentes etapas de la interacción huésped-patógeno [4]. Debido a los avances 
significativos en el desarrollo de técnicas ómicas estos estudios ahora pueden realizarse 
a escala de genoma completo. En este sentido, el análisis transcriptómico y proteómico 
de la respuesta del huésped a las infecciones se pueden realizar de manera rutinaria 
utilizando tanto modelos animales como muestras de origen humano [3]. Por otro lado, 
el análisis de la respuesta de los patógeno es mucho más desafiante debido a la 
disponibilidad limitada de material del microrganismo en los entornos de infección y a la 





muchos estudios ómicos de respuestas de adaptación de patógenos han sido realizados 
mediante el uso de sistemas in vitro en los que estos patógenos están expuestos, en 
ausencia de células del huésped, a desafíos ambientales, como variaciones de 
temperatura, estrés oxidativo o limitación de nutrientes, que se especula imitan las 
condiciones desfavorables que los patógenos encuentran in vivo [3, 6]. Sin embargo, 
incluso si estos estudios in vitro proporcionan una comprensión exhaustiva de la fisiología 
de los patógenos y sus respuestas de adaptación, en el mejor de los casos sólo reflejan 
parcialmente la situación que éstos experimentan durante su encuentro con células 
huésped [4]. Una conclusión emergente de estos estudios realizados con diversos 
patógenos, ya sean bacterias, levaduras o parásitos protozoarios, es que las condiciones 
de laboratorio que imitan el encuentro con células hospedadoras humanas o animales sólo 
lo hacen de una manera limitada [3]. Los resultados obtenidos demuestran claramente la 
complejidad de la respuesta adaptativa de los patógenos al entorno del huésped y la 
dificultad de imitar dicho comportamiento in vitro [7]. Esta observación no es 
sorprendente dado que existe una diversidad de factores que contribuyen a la interacción 
entre el huésped y el patógeno, y este conjunto de factores no puede capturarse 
completamente in vitro. Por lo tanto, actualmente hay cada vez más esfuerzos para 
enfrentar los desafíos asociados con el análisis de muestras de patógenos aislados de 
entornos de infección. 
Con respecto a B. pertussis, recientemente nuestro grupo ha realizado estudios que 
indican que esta bacteria, históricamente considerada un patógeno extracelular, es capaz 
de invadir y persistir dentro de las células del huésped [8-10]. Se encontró que los 
macrófagos podrían ser el principal nicho de persistencia intracelular de B. pertussis y, 
dado que este tipo celular presenta la mayor vida media entre los tipos celulares 
analizados [11], podría constituir un reservorio que permitiría el establecimiento de 
infecciones crónicas o persistentes [12]. Asimismo, la persistencia intracelular de B. 
pertussis aumentaría las posibilidades de diseminación de este patógeno a nuevos sitios 
de infección en el huésped. En este sentido, se ha encontrado que numerosos patógenos 
de difícil erradicación son capaces de sobrevivir dentro de células del hospedador, 
constituyendo éste uno de los principales mecanismos de persistencia [13]. La existencia 
de estadios intracelulares tiene consecuencias directas en el tipo de inmunidad que las 
vacunas deben inducir para ser protectoras. Por ejemplo, la incorporación de 





necesaria para eliminar infecciones intracelulares, deben considerarse para el diseño de 
mejores formulaciones vacunales. Para que un patógeno pueda establecer una infección 
intracelular exitosa debe ser capaz de evadir los mecanismos de defensa ejercidos por las 
células del hospedador [14]. En particular, las células inmunes son células especializadas 
en la eliminación de microrganismos patógenos, a través de la activación de una serie de 
mecanismos de defensa que incluyen: la generación de intermediarios reactivos de 
oxígeno y/o nitrógeno, la fusión fagolisosomal, la producción de péptidos 
antimicrobianos, el secuestro de nutrientes e incluso la muerte celular programada [14]. 
Los patógenos intracelulares cuentan con una serie de mecanismos de evasión que les 
permite sobrevivir en este ambiente. Estos mecanismos están mediados por cambios tanto 
en la abundancia como en la actividad de proteínas clave. Los enfoques ómicos aplicados 
al estudio de la interacción huésped-patógeno indican que una característica común de la 
adaptación de los patógenos bacterianos a la vida intracelular es la respuesta a factores de 
estrés, como el estrés oxidativo y la baja disponibilidad de oxígeno, el aumento de 
sistemas de adquisición de nutrientes específicos, cambios en la utilización de rutas 
metabólicas y la expresión diferencial de factores de virulencia [15-20]. Asimismo, se ha 
encontrado que los patógenos intracelulares son capaces de modular la respuesta de la 
célula infectada favoreciendo su persistencia. En este sentido, la existencia de una fase 
intracelular de B. pertussis depende en parte de la capacidad de este patógeno de realizar 
ajustes fenotípicos que le permitan sobrevivir a las condiciones encontradas en la célula 
hospedadora y/o modular la respuesta de ésta a través de, por ejemplo, la expresión de 
proteínas inmunomodulatorias. Por este motivo, se decidió estudiar los cambios 
producidos en el proteoma de esta bacteria durante la transición del medio extracelular al 
intracelular en macrófagos humanos en la convicción de que el estudio del proteoma de 
B. pertussis intracelular podría proporcionar información relevante acerca de la 
patogénesis de esta bacteria y eventuales blancos terapéuticos.  
El principal desafío en el análisis del proteoma de patógenos bacterianos en 
estadio intracelular es la detección de las proteínas bacterianas en relación al abrumador 
fondo de proteínas del huésped, debido al menor tamaño de las bacterias [3]. Por este 
motivo, es necesario separar los patógenos bacterianos de las células huésped para 
facilitar el posterior procesamiento y análisis de las muestras bacterianas purificadas [3]. 
En primer lugar, se debe realizar una lisis de la célula infectada por un método que no 





sonicación [23-25] o detergentes [26]. Posteriormente, se debe separar al patogeno de los 
restos celulares o proteínas del huesped. Hasta ahora, principalmente tres protocolos de 
aislamiento han sido utilizados: centrifugación diferencial, separación inmunomagnética, 
y separación por citometría de flujo. El método más ampliamente utilizado es la 
separación de bacterias u otros patógenos de los restos celulares del huésped mediante 
centrifugación diferencial después de la lisis de las células infectadas [21-26]. El segundo 
método para aislar patógenos de la célula hospedadora es la separación inmunomagnética. 
Este método consiste en el aislamiento del patógeno, o sus proteínas, presentes en un 
muestra a través de la unión de anticuerpos específicos que se encuentran conjugados a 
partículas magnetizadas [27]. Posteriormente se aplica un campo magnético para atraer 
las partículas y así separar las muestras provenientes del patógeno de los restos de la 
célula huesped. Esta metodología fue usada por Twine y col. para aislar Francisella 
tularensis provenientes del bazo de ratones infectados y su posterior estudio proteómico 
[7]. El tercer método para a aislar los patógenos intracelulares de las células del huésped 
es mediante citometría de flujo. Esta metodología proporciona un método para separar 
una mezcla heterogénea de células en dos o más poblaciones, una célula a la vez, en 
función de la dispersión de luz específica y las características fluorescentes de cada célula. 
Como requisito previo para esta metodología es necesario expresar un marcador de 
fluorescencia en el patógeno, como por ejemplo la proteína verde fluorescente (GFP), 
para facilitar la separación del patógeno de los restos celulares del huésped [3]. Esta 
metodología fue aplicada para el aislamiento y posterior estudio preoteómico tanto de 
patógenos bacterianos [20, 28] como protozoarios [29]. Si bien es un método 
ampliamente utilizado, existen precauciones en su uso debido a la pérdida de sensibilidad 
de lectura debido a la extinción de la fluorescencia de GFP después de la internalización 
de los patógenos en la célula huésped [30]. En este estudio se eligió el método de 
separación de bacterias intracelulares por centrifugación diferencial debido a su bajo 
costo, rapidez y a que ha sido utilizado exitosamente para analizar el proteoma en estadio 
intracelular de varios patógenos [22, 31-35]. 
Además de seleccionar una estrategia de aislamiento del patógeno intracelular 
adecuada, también es crucial la elección de la metodología de trabajo para el análisis del 
proteoma [3]. Existen principalmente dos metodologías utilizadas para el análisis 
proteómico: electroforesis en geles de poliacrilamida de dos dimensiones (2D-GE) o 





acoplado a espectrometría de masas en tándem (MS/MS). La proteómica 2D-GE se basa 
en la separación de proteínas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida de dos 
dimensiones. Una vez separadas, las proteínas son teñidas y cuantificadas, posteriormente 
son digeridas utilizando enzimas proteolíticas y los péptidos resultantes se extraen para 
la identificación proteica por MS. Los inconvenientes asociados con la proteómica 2D-
GE incluyen un rango dinámico acotado, un poder de resolución insuficiente para separar 
por completo todas las proteínas dentro de una muestra, y el requerimento de cantidades 
elevadas de muestra [36]. Por este motivo, la proteómica 2D-GE sólo puede aplicarse con 
éxito si se puede aislar un mínimo de 108 bacterias aproximadamente. Sin embargo, en el 
caso de estudios de interacción huésped-patógeno, a menudo sólo se puede obtener un 
número limitado de bacterias después de la infección de las células huésped. En tales 
casos, las metodologías de análisis global basados en nano-LC-MS/MS independientes 
de gel son ampliamente preferidas debido a su mayor sensibilidad, que permiten el 
análisis de 500 a 600 proteínas utilizando tan solo 106 células [20]. Este tipo de 
proteómica consiste en digerir enzimáticamente una muestra proteica por completo y 
separar los péptidos resultantes mediante nano cromatografía líquida capilar (nano-LC), 
que luego son cuantificados e identificados mediante espectrometría de masas en tándem 
(MS/MS) [37]. A diferencia de la proteómica 2D-GE, en esta metodología no son las 
proteínas las que se separan e identifican. En cambio, las proteínas son escindidas en 
péptidos utilizando enzimas proteolíticas y, posteriormente, estos péptidos se separan y 
se someten a un análisis de espectrometría de masas [37]. La espectrometría de masas de 
estos péptidos permite la identificación y cuantificación de las proteínas de la muestra 
inicial. Se pueden aplicar varias estrategias para cuantificar las proteínas identificadas por 
los métodos LC-MS/MS independientes de gel, que pueden dividirse principalmente en 
metodologías sin etiquetas o basados en etiquetas. La primera metodología implica el 
recuento espectral y la cuantificación basada en la intensidad de los iones derivados de 
los péptidos [38], mientras que la última emplea el etiquetado de los péptidos con isótopos 
estables para crear una etiqueta de masa específica que puede ser reconocida por un 
espectrómetro de masas que proporciona la base para la cuantificación [39]. Estas 
etiquetas de masa se pueden introducir en las muestras de proteínas o péptidos por 
métodos químicos o enzimáticos, introducirse metabólicamente. o proporcionarlos en 
forma de estándares de péptidos sintéticos. Las metodologías de etiquetado más 
ampliamente utilizadas son las etiquetas de afinidad codificadas por isótopos (ICAT) 





marcado metabólico mediante etiquetado isotópico estable por aminoácidos en cultivo 
celular (SILAC) [42]. Por otro lado, las metodologías de cuantificación sin etiquetas 
correlacionan directamente la intensidad de señal de espectrometría de masa de péptidos 
proteolíticos intactos o el número de eventos de secuenciación peptídica (recuento 
espectral) con la cantidad de proteína relativa o absoluta [39]. La gran ventaja de los 
métodos proteómicos basados en etiquetas, particularmente iTRAQ, en comparación con 
otros métodos de cuantificación, es la capacidad de un análisis múltiple y simultáneo de 
varias muestras dentro de una única ejecución LC-MS/MS. De este modo, se disminuye 
significativamente tanto el tiempo del instrumento necesario para el análisis como 
también las variaciones durante la preparación de la muestra, la cromatografía y la 
adquisición de MS. Sin embargo, los reactivos utilizados para etiquetar son costosos, 
permite un análisis de 8 muestras en simultaneo como máximo, y se debe introducir un 
paso adicional para etiquetar la muestra proteica, un requisito que aumenta la 
concentración de muestra necesaria para el análisis [43]. La proteómica sin etiquetas por 
otro lado tiene un costo menor y no se necesitan pasos adicionales para la preparación de 
la muestra. Por este motivo, tiene un requerimiento de cantidad de muestra menor que los 
métodos basados en etiquetas. Además, se encontró que ofrece una mayor cobertura de 
proteoma y un rango dinámico mayor que los métodos basados en etiquetas [44]. Sin 
embargo, como todas las muestras deben manejarse por separado hasta el análisis final 
del LC-MS/MS, todos los pasos desde la preparación de la muestra hasta la adquisición 
del espectro MS pueden introducir variaciones, que pueden sesgar el análisis cuantitativo. 
En este capítulo se describe el primer análisis completo del proteoma de B. 
pertussis intracelular y los cambios que ocurren durante el establecimiento de la infección 
utilizando proteómica nano-LC-MS/MS sin etiquetas. Se decidió utilizar esta 
metodología debido a que es un método altamente sentible que requiere poca cantidad de 
muestra para ser realizado. Estos datos proporcionan una primera visión de los cambios 
en los niveles de proteínas que ocurren mientras B. pertussis transita desde el medio 






3.2. Resultados y discusión 
 
3.2.1. B. pertussis es capaz de sobrevivir dentro de las células THP-1 
Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que B. pertussis es capaz de 
sobrevivir en macrófagos humanos permaneciendo en compartimentos no acídicos con 
características de endosomas tempranos que favorecen su sobrevida y eventual 
replicación intracelular [10]. La existencia de una fase intracelular de B. pertussis 
depende de la capacidad de este patógeno de realizar ajustes fenotípicos que le permitan 
sobrevivir a las condiciones encontradas en la célula hospedadora y establecer de esta 
manera un estilo de vida intracelular. En este contexto, se llevó a cabo el estudio de la 
adaptación del proteoma bacteriano durante la infección intracelular de macrófagos 
humanos en un intento por caracterizar esta fase de la patogénesis de B. pertussis. Dado 
que trabajar con macrófagos humanos derivados de monocitos primarios limita la 
cantidad de muestra disponible, se evaluó la posibilidad de realizar estos estudios 
utilizando la línea celular THP-1 [45]. Esta línea celular de leucemia monocítica humana 
se diferencia a macrófagos mediante el tratamiento con ésteres de forbol [46]. A 
diferencia de otras líneas celulares mieloides humanas, como HL-60 ó U937, las células 
THP-1 diferenciadas son las que comparten mayores semejanzas con los macrófagos 
primarios [47], razón por la cual esta línea celular es frecuentemente utilizada como 
modelo de estudio de la interacción macrófago-patógeno [48-52]. En este contexto se 
eligió trabajar con células THP-1 diferenciadas a macrófagos por tratamiento con forbol-
12-miristato-13-acetato (PMA, un éster de forbol) y se evaluó si la infección con B. 
pertussis reflejaba lo observado con macrófagos primarios, en lo que se refiere a tráfico 
intracelular y sobrevida bacteriana [10]. Las células THP-1 fueron diferenciadas con 
PMA y posteriormente infectadas con B. pertussis en ensayos de protección a polimixina 
B y se evaluó el número de bacterias intracelulares por recuento de unidades formadoras 
de colonias (UFC) y microscopía confocal a las 3, 24 y 48 horas post infección. Dado que 
la polimixina B no puede penetrar las células eucariotas [53], y por lo tanto es incapaz de 
inactivar las bacterias que fueron internalizadas por las células THP-1, este tipo de 
ensayos permite evaluar la viabilidad de las bacterias intracelulares a lo largo del tiempo 
de infección. La Figura 3.1 muestra que a lo largo de la infección se recuperó un número 
menor de B. pertussis vivas por célula mediante recuento de UFC. Sin embargo, una 





sugiriendo que una proporción significativa de las bacterias internalizadas fueron capaces 
de evadir la actividad celular bactericida de los macrófagos THP-1.  
 
Figura 3.1: Persistencia intracelular de B. pertussis en macrófagos THP-1. B. pertussis fue 
incubada con macrófagos humanos THP-1 (Rib/c 150) por 2 h a 37 °C. Después de tres lavados, las células 
fueron incubadas durante 1 h con polimixina B 100 µg/ml para inactivar las bacterias extracelulares. 
Posteriormente las muestras fueron incubadas durante 0, 21 o 45 h en RPMI-SFB 10% polimixina B (5 
μg/ml) y el número de UFC determinado a los distintos tiempos. El número de bacterias viables por célula 
fue calculado dividiendo el número de UFC por el número de macrófagos viables. Los datos representan la 
media ± DE de tres experimentos independientes. 
En trabajos previos realizados por nuestro grupo con macrófagos primarios se 
observó mediante microscopía confocal que, si bien un porcentaje mayoritario de los 
macrófagos resolvía la infección eliminando completamente las bacterias internalizadas, 
un porcentaje de los mismos no lograba eliminar las bacterias, observándose un 
incremento de bacterias a lo largo del tiempo en dicha población [10]. Para evaluar si el 
mismo patrón se observaba en las células THP-1, la proporción de macrófagos infectados 
y la distribución de las bacterias dentro de los mismos fueron evaluadas por doble tinción 
inmunofluorescente y microscopía confocal. La Figura 3.2 muestra que a las 3 h post 
infección la mayoría de los macrófagos contenían entre 1 y 10 bacterias internalizadas. A 
las 24 h post infección se observó un incremento en el número de células no infectadas y 
una disminución en el número de macrófagos conteniendo más de 10 bacterias, indicando 
que algunos de los macrófagos pudieron eliminar las bacterias intracelulares fagocitadas. 
Sin embargo, a las 48 h post infección se observó un aumento en el porcentaje de 
macrófagos infectados con más de 10 bacterias, a expensas de la fracción de macrófagos 


































tiempos largos podrían haber sido capaces de duplicar dentro de las células THP-1, un 
resultado similar al encontrado en macrófagos primarios [10].  
 
 
Figura 3.2: Cuantificación de la carga bacteriana de macrófagos a diferentes tiempos post-
infección. Macrófagos THP-1 fueron incubados con B.pertussis (Rib/c 150) a 37 °C por 2 h, lavados e 
incubados con polimixina B para inactivar bacterias extracelulares. A diferentes tiempos post infección las 
células fueron fijadas y el número de bacteria intracelulares por macrófago (b/c) fue evaluado mediante 
doble marcación fluorescente. El número de bacterias intracelulares fue determinado mediante microscopía 
de fluorescencia analizando 100 macrófagos por muestra. Los datos representan la media ± DE de tres 
experimentos independientes.  
 
Para continuar la caracterización de la sobrevida intracelular de B. pertussis en 
macrófagos THP-1 se estudió el tráfico intracelular de las bacterias y su localización a 
diferentes tiempos post infección mediante microscopía confocal utilizando el marcador 
de compartimientos lisosomales LysoTracker. Los resultados mostraron que el 71% de 
las bacterias internalizadas por los macrófagos colocalizaban con LysoTracker luego de 
3 h de infección (Figura 3.3). A las 24 h el número de bacterias colocalizando con este 
marcador alcanzó en promedio el 85%, demostrando que la mayoría de los fagosomas 
bacterianos se fusionaron con lisosomas en este estadio de la infección (Figura 3.3). Sin 
embargo, al analizar lo que ocurre a las 48 h post infección, se observó que la mayoría de 
los fagosomas que contenían a B. pertussis eran LysoTracker negativos; sólo el 40 % de 
las bacterias colocalizaban con LysoTracker (Figura 3.3). Esta disminución en la 
colocalización con compartimentos lisosomales coincide con el aumento en el porcentaje 
de macrófagos infectados con más de 10 bacterias (Figura 3.2), sugiriendo que aquellas 



































probablemente se duplicaron permaneciendo en compartimientos no acídicos. Este 
resultado es similar al encontrado previamente en macrófagos primarios [10].  
 
 
Figura 3.3: Colocalización de B. pertussis con el marcador acidotrópico LysoTracker a 
distintos tiempos post infección. Bacterias B. pertussis fueron incubadas con macrófagos THP-1 (Rib/c 
150) por 2 h a 37 °C. Los macrófagos infectados con B. pertussis fueron lavados e incubados con polimixina 
B para inactivar las bacterias extracelulares. Muestras de células tomadas a las 3, 24 y 48 h post infección 
fueron incubadas con LysoTracker. Las bacterias intracelulares fueron marcadas con un fluoróforo verde 
antes del análisis por microscopía confocal. Las barras indican el porcentaje de fagosomas positivos para 
LysoTracker. Los datos representan la media ± DE de tres experimentos independientes 
 
Para confirmar esta hipótesis, se investigó la viabilidad bacteriana mediante 
microscopía confocal utilizando una tinción por hibridación fluorescente in situ (FISH) 
en las muestras de macrófagos infectados. Esta metodología de tinción se basa en la 
hibridación de una sonda de ADN marcada fluorescentemente con complementariedad al 
ARN ribosómico bacteriano. Dado que la actividad metabólica de la célula, y por ende su 
viabilidad, está relacionada con el número de ribosomas que contiene, en esta técnica la 
intensidad de fluorescencia obtenida es proporcional al número de ribosomas por célula 
y, por lo tanto, la fluorescencia detectada está relacionada con la viabilidad bacteriana. 
La ventaja de usar una sonda fluorescente que solo marcará a bacterias viables es que, 
además de confirmar la viabilidad de bacterias intracelulares, nos permite conocer la 
localización intracelular de las bacterias vivas. En experimentos control pudimos 
confirmar que B. pertussis inactivada con polimixina B no se marcan mediante esta 
técnica. Asimismo, muestras de macrófagos THP-1 no infectados no mostraron tinción 
























1 infectados con B. pertussis fueron sometidos a tinción con FISH y LysoTracker para 
evaluar la localización de las bacterias viables. La tinción por FISH y el análisis por 
microscopia confocal evidenciaron la presencia de bacterias intracelulares 
metabólicamente activas en todos los tiempos analizados (Figura 3.4). La ausencia de 
colocalización a las 48 h post infección de las bacterias FISH positivas con el marcador 
de lisosomas LysoTracker sugiere que B. pertussis sobrevivió en compartimentos no 
ácidos (Figura 3.4). Cabe destacar que a las 48 h post infección un alto porcentaje de 
macrófagos contenía más de 20 bacterias FISH positivas que no colocalizaban con 
LysoTracker, sugiriendo que al igual que en macrófagos primarios, B. pertussis es capaz 
de sobrevivir y eventualmente duplicar en células THP-1 en compartimentos no acídicos. 
Estos resultados indican que las células THP-1 pueden ser utilizadas como un modelo de 








Figura 3.4. Colocalización de B. pertussis metabólicamente activas con el marcador 
acidotrópico LysoTracker. Macrófagos THP-1 fueron incubados con B. pertussis (Rib/c 150) por 2 h a 37 
°C, lavados e incubados con polimixina B antes de la tinción con LysoTracker a las 3, 24 y 48 h post 
infección. Las bacterias viables intracelulares fueron marcadas de verde con una tinción fluorescente in situ 
(FISH). Se muestran imágenes representativas de microscopía confocal de macrófagos después de 3, 24 y 
48 h post infección. 
  
3.2.2. Adaptación del proteoma de B. pertussis durante su estadio intracelular 
 
Para estudiar los cambios en el proteoma de B. pertussis durante su estadio 
intracelular se infectaron macrófagos THP-1 y se recuperaron bacterias intracelulares a 
las 3 h y 48 h post infección. El aislamiento de bacterias intracelulares se realizó siguiendo 
un protocolo optimizado por nuestro grupo, que involucra la lisis diferencial de la célula 
huésped por sonicación y la recuperación de las bacterias intracelulares del lisado por 
centrifugación diferencial en un gradiente de sacarosa. Como control se cultivaron 
bacterias solas (en ausencia de macrófagos THP-1) durante 3 h en el medio de cultivo 








empleado para el cultivo celular (bacterias extracelulares). El proteoma de estas tres 
muestras se estudió por LC-MS/MS libre de etiquetas. En total se realizaron 3 replicados 
biológicos independientes de cada uno de los tiempos analizados y de la muestra control. 
La primera muestra de bacterias intracelulares fue tomada a las 3 h post infección con el 
fin de evaluar la adaptación temprana de B. pertussis al microambiente encontrado en el 
macrófago. El segundo tiempo seleccionado para recuperar bacterias intracelulares fue 
48 h post infección, un tiempo en el cual la infección ya esta establecida y la mayoría de 
las bacterias intracelulares están vivas residiendo en compartimentos no acídicos. Nuestra 
hipótesis es que en este punto el proteoma bacteriano debería reflejar la adaptación a largo 
plazo al ambiente intracelular. Un total de 762 proteínas de B. pertussis fueron 
identificadas en las tres muestras analizadas (control, 3 h y 48 h post infección), que 
representa un 20% de todas las proteínas codificadas por el genoma de B. pertussis [54] 
(Tabla Anexa 1). El gráfico en la Figura 3.5 muestra las categorías funcionales de las 
proteínas identificadas de acuerdo a la clasificación MultiFun [55], un sistema de 
categorización de proteínas según su función celular. Entre estas 762 se encontraron 
proteínas relacionadas fundamentalmente con funciones de mantenimiento 
(housekeeping); biosíntesis y metabolismo de aminoácidos, carbohidratos, lípidos, 
proteínas y nucleótidos; y con funciones relacionadas con la producción de energía y 









Figura 3.5. Clasificación de las proteínas identificadas de B. pertussis en categorías 
funcionales. A) Proteínas identificadas en bacterias control (B. pertussis creciendo en medio de cultivo 
celular por 3 h) y en bacterias intracelulares (B. pertussis aislada a las 3 y 48 h post infección de células 
THP-1) fueron clasificadas de acuerdo a su función celular. B) Proteínas pertenecientes a la categoría 
“Metabolismo” fueron clasificadas posteriormente en subcategorías de acuerdo a la clasificación 
MultiFun. 
 
Para evaluar la respuesta global de B. pertussis al entorno intracelular, se llevó a 
cabo un análisis de componente principal (ACP) de los tres replicados biológicos de cada 
tipo de muestra evaluada (control, 3 h y 48 h post infección). Los análisis por componente 
principal mostraron que los perfiles proteicos de los tres replicados biológicos se 
agruparon de acuerdo a los tiempos de muestreo, indicando la reproducibilidad de los 
distintos replicados biológicos (Figura 3.6). El gráfico de los primeros dos componentes 
principales muestra una separación clara entre las bacterias intracelulares de las bacterias 
extracelulares (control) a lo largo del primer componente principal (PC1), mientras que 
la separación de las bacterias intracelulares recuperadas a 3 y 48 h post infección a través 
del segundo componente principal (PC2) indica una repuesta significativamente diferente 
a lo largo del tiempo de infección intracelular, lo que refleja una adaptación a este 
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Figura 3.6. Análisis de componente principal de las muestras del proteoma de B. pertussis. 
Se utilizó ACP para analizar a los datos proteómicos de bacterias control (Control, cuadrados), bacterias 
intracelulares recuperadas a las 3 h post infección (3 h, círculos) y bacterias intracelulares recuperadas a las 
48 h post infección (48 h, diamantes). Se muestra un gráfico de dos dimensiones de ACP. Cada punto 
representa un replicado biológico independiente. 
 
Para continuar el estudio, se analizó el número de proteínas con abundancia 
incrementada, disminuida o sin cambios entre los tres grupos de muestras bacterianas 
(Tabla 3.1). La abundancia relativa de las proteínas entre las diferentes muestras se 
estimó sobre la base de recuentos espectrales. Para comparar estadísticamente la 
abundancia relativa entre muestras se utilizó un Test t pareado con un p-valor de corte de 
0,01. Los p-valores obtenidos se ajustaron para controlar la tasa de falso descubrimiento 
(TFD, error de tipo I) utilizando un valor de corte de 0,05 siguiendo el procedimiento de 
Benjamini-Hochberg [56]. Las variaciones del proteoma de la bacteria a lo largo del 
período intracelular indican que B. pertussis experimenta un cambio significativo en el 
fenotipo durante su adaptación a este entorno. Dentro de las proteínas detectadas, un 24% 
y un 29% presentaron cambios en su abundancia a las 3 y 48 h post infección, 
respectivamente, comparado con bacterias control. Sin embargo, solo el 8% de las 
proteínas bacterianas cambian su nivel entre las 3 y 48 h post infección, sugiriendo que 
la adaptación de B. pertussis al entorno intracelular es rápida y que la mayoría de los 



























Componente Principal 1 (36%)
48 h 





Tabla 3.1: Cambios en la abundancia relativa de proteínas presentes en el proteoma de 
B. pertussis intracelular. 
Muestras comparadas Sin cambios Aumentadas Disminuidas 
Bacterias intracelulares (3 h p.i.) vs control 577 59 (7,7%) 126 (16,5%) 
Bacterias intracelulares (48 h p.i.) vs control 543 65 (8,5%) 154 (20,2%) 
Bacterias intracelulares (48 h p.i.) vs 
bacterias intracelulares (3 h p.i.) 
698 18 (2,3%) 46 (6,0%) 
 
 
Para visualizar de forma global el proceso de adaptación al ambiente intracelular 
en la Figura 3.7 se muestran los datos del proteoma graficados en un mapa de árbol tipo 
Voronoi. Este tipo de gráficos permiten la visualización de rutas metabólicas en forma de 
polígonos, con la adición de un código de color para identificar aquellas rutas inducidas 
(rojo) o inhibidas (azul), en comparación a una muestra control [57]. En la Figura 3.7A 
cada polígono indica el promedio de los cambios en las proteínas de una ruta metabólica 
determinada, mientras que en la Figura 3.7B cada polígono representa a una proteína de 
la ruta metabólica indicada en el panel A. Los ejemplos más prominentes de reducción en 
la cantidad de proteínas después de la internalización corresponden al metabolismo de 
nucleótidos y de aminoácidos, con la excepción del metabolismo del glutamato (Figura 
3.7). Se observó un aumento en el número proteínas relacionadas con el metabolismo de 
ARN, biosíntesis de proteínas, reparación y replicación del ADN y de respuesta a estrés 
en las muestras intracelulares comparadas con el control (Figura 3.7). Las proteínas que 








Figura 3.7. Análisis del proteoma de B. pertussis por mapa tipo árbol de Voronoi. Los datos 
de proteómica fueron graficados en un mapa tipo árbol de Voronoi, que permiten la visualización de rutas 
metabólicas en forma de polígonos, con la adición de un código de color para identificar aquellas rutas 
inducidas o inhibidas en comparación a una muestra control. Los fragmentos azulados indican niveles 
proteicos menores en bacterias internalizadas comparadas con el control, los fragmentos rojizos indican 
niveles proteicos mayores en respuesta a la internalización en comparación con el control. Los fragmentos 
gris claro indican proteínas que no cambiaron en su abundancia durante la infección y los fragmentos gris 
oscuro muestran proteínas que no fueron detectadas en este estudio. A) Promedio de los cambios en las 
proteínas de una ruta metabólica determinada B) Proteínas individuales de una ruta metabólica determinada. 




























Para poder validar los datos de proteómica global, se cuantificaron los cambios en 
la abundancia de un total de ocho proteínas mediante un método de Monitoreo de 
Reacciones Seleccionado (Selected Reaction Monitoring, SRM) [58]. SRM es un método 
analítico de espectrometría de masas que permite la cuantificación de moléculas 
pequeñas, como metabolitos [59, 60], y que fue adaptado para la cuantificación de 
proteínas y péptidos en muestras biológicas complejas [61, 62]. Estudios recientes han 
posicionado a esta técnica como una alternativa al inmunoblot [63-65]. El análisis por 
SRM confirmó en términos generales la abundancia relativa de las ocho proteínas 
seleccionadas, confirmando la precisión del análisis proteómico global presentado 
previamente (Figura 3.8). 
 
 
Figura 3.8. Verificación de los resultados de proteómica global por SRM. Se analizaron 
mediante SRM proteínas seleccionadas de B. pertussis identificadas en bacterias control (Control), bacterias 
intracelulares recuperadas a las 3 h post infección (3 h) y bacterias intracelulares recuperadas a las 48 h 
post infección (48 h) y su nivel de abundancia fue comparado con los niveles detectados por proteómica 
LC-MS/MS (Global). Dos replicados independientes con dos replicados técnicos fueron utilizados para el 
análisis por SRM. Los valores están expresados como la proporción relativa al control. Los datos 















































































3.2.3. Análisis de proteínas de B. pertussis que muestran regulación diferencial en 
el ambiente intracelular 
A continuación, se analizan las proteínas de B. pertussis que mostraron una 
regulación diferencial en el estadio intracelular. Para facilitar este estudio, las proteínas 
fueron analizadas según su agrupación en categorías MultiFun [55], con modificaciones. 
 
3.2.3.1. Respuesta a estrés 
Varias proteínas asociadas con la respuesta bacteriana a condiciones de estrés 
mostraron un aumento moderado pero significativo durante la infección intracelular. Se 
encontró que la chaperona GroEL y la cochaperona GroES aumentaron 
significativamente sus respectivos niveles a las 3 h post infección y permanecieron 
elevados aún a las 48 h post infección. Por otra parte, la chaperona ClpB permaneció sin 
cambios durante las primeras 3 h post infección comparado con bacterias control pero 
mostró un incremento significativo a las 48 h post infección. Las condiciones de estrés 
tienden a desnaturalizar y agregar a las proteínas. Las chaperonas juegan un rol relevante 
en la sobrevida bajo estas condiciones evitando el efecto perjudicial de la acumulación de 
proteínas mal plegadas. Mientras que la expresión de GroEL es particularmente 
importante ya que previene la desnaturalización y el agregado de proteínas [66], ClpB es 
capaz de desagregar y reactivar proteínas fuertemente agregadas en conjunto con el 
sistema de chaperona DnaK [67, 68]. Estudios previos demostraron que la actividad de 
ClpB es crucial para la sobrevida transitoria de E. coli en condiciones de calor extremo 
[69]. Otros estudios muestran que ClpB está involucrada en la resistencia al estrés en 
varias especies bacterianas, como Staphylococcus aureus [70], Helicobacter pylori [71], 
Campylobacter jejuni [72] y Brucella suis [73]. Cabe destacar que ClpB es requerida para 
la sobrevida intracelular de Porphyromonas gingivalis [74] y Staphylococcus aureus [70], 
y que es expresada en el estadio intracelular por Piscirickettsia salmoni [75]. Por otra 
parte, se ha sugerido que la chaperona GroEL y la cochaperona GroES, además de los 
roles que cumplen en el plegado de proteínas, estarían involucradas en otras actividades 
en bacterias patogénicas intracelulares. En particular, se ha encontrado que estas proteínas 
pueden intervenir varios procesos de la célula huésped, como el tráfico de organelas, las 
vías de señalización celular y la organización de microfilamentos de actina [76]. Estos 





podría no sólo ayudar a sobrellevar las condiciones ambientales desfavorables 
encontradas dentro de la célula hospedadora sino también influenciar la interacción 
huésped-patógeno, favoreciendo el establecimiento de infecciones intracelulares [77]. 
Otros estudios serán necesarios para determinar si GroEL/GroES y ClpB cumplen otras 
funciones además del rol de prevenir la acumulación de proteínas mal plegadas, que 
pudieran ser relevantes para la sobrevida intracelular de B. pertussis. 
Los estudios de proteómica también indican que la proteína Hfq, un factor central 
de la regulación postranscripcional en bacterias, aumenta su abundancia en bacterias 
intracelulares alcanzando un aumento significativo a las 48 h post infección. Hfq es una 
chaperona que facilita el apareamiento de bases nucleotídicas entre los ARN mensajeros 
y los ARN no codificantes en respuesta al estrés y otras señales ambientales, generando 
la activación transcripcional, la represión y/o la degradación de los ARN mensajeros [78], 
según el caso. Estudios previos demostraron que Hfq se induce en bacterias expuestas a 
condiciones extremas como golpes de calor [79], estrés osmótico, la presencia de etanol 
y en la fase estacionaria de crecimiento [80]. Asimismo, Hfq está involucrada en la 
regulación de varios procesos biológicos, incluyendo la resistencia al estrés y la virulencia 
[80-88]. En B. pertussis, la falta de Hfq resulta en una reducción de la expresión de 
proteínas de respuesta a estrés, como GroEL, y varios factores de virulencia, incluyendo 
el sistema de secreción de tipo III (SST3), el autotransportador Vag8 y el factor de 
colonización traqueal (Tcf) [81]. Además, estudios previos mostraron que la ausencia del 
gen hfq resulta en una capacidad reducida de B. pertussis para sobrevivir en la línea 
celular de macrófagos murinos RAW 246.7 [82], sugiriendo un rol relevante de este factor 
de regulación postranscripcional en la sobrevida intracelular de este patógeno. El 
incremento en la abundancia de Hfq en B. pertussis intracelular en el presente estudio 
parece confirmar que esta proteína tiene un rol en la respuesta coordinada a los cambios 
ambientales que ocurren durante la adaptación de esta bacteria al ambiente intracelular. 
Asimismo, sugieren que la adaptación de B. pertussis a este ambiente involucra 
mecanismos de regulación post transcripcionales en los que intervienen ARN pequeños. 
El estrés oxidativo se encuentra entre las condiciones que las bacterias tienen que 
enfrenar durante la infección intracelular de células inmunes [89]. El estudio del proteoma 
de B. pertussis no mostró cambios en la abundancia relativa de proteínas involucradas en 
la detoxificación de metabolitos del oxígeno, como las enzimas catalasa (KatA), 





hidroperóxido reductasa (AhpC). Esto concuerda con resultados previos que sugieren que 
Bordetella es capaz de modular la respuesta oxidativa de los macrófagos a través de la 
acción de la toxina adenilato ciclasa (CyaA) [90-92]. A su vez se ha encontrado que la 
catalasa y la superóxido dismutasa no son esenciales para la sobrevida intracelular de B. 
pertussis [93, 94]. 
Finalmente, el análisis proteómico mostró la inducción de la respuesta SOS 
durante el período intracelular, evidenciada por el incremento de BP2506 (RecN), una 
proteína involucrada en la reparación del ADN, en bacterias intracelulares. Los niveles 
de esta proteína se observaron aumentados a las 48 h post infección comparado con las 
bacterias recuperadas a las 3 h post infección. También se observó un incremento en 
UvrC, una subunidad de una posible endonucleasa también implicada en la reparación 
del ADN, en tiempos tempranos de infección. Cabe destacar que el nivel de UvrC 
permaneció elevado durante todo el periodo de infección. 
 
3.2.3.2. Metabolismo 
Con respecto al metabolismo, se encontró una alteración en el nivel de varias 
proteínas involucradas en el metabolismo de nitrógeno y carbono en las bacterias 
intracelulares respecto a las extracelulares. Se observó un aumento significativo del 
precursor de cadena pequeña de la enzima glutamato sintasa (GltD) en bacterias 
intracelulares a las 3 h post infección comparadas con las bacterias control. Asimismo, se 
observó un aumento en el nivel de GltB, el precursor de cadena pesada de la enzima 
glutamato sintasa, aunque este incremento no fue estadísticamente significativo. GltBD 
cataliza la conversión reversible de dos moléculas de glutamato en alfacetoglutarato y 
glutamina. También se encontró un aumento a las 48 h post infección en la abundancia 
de la enzima NAD(P)+ glutamato deshidrogenasa (GdhA, BP1857). Esta enzima estaría 
involucrada en la deaminación NAD(P)+ dependiente del glutamato a alfacetoglutarato. 
Los niveles incrementados de la enzima glutamato sintasa (GltBD) y la enzima glutamato 
deshidrogenasa (GdhA) en bacterias intracelulares sugieren que B. pertussis dirige su 
flujo de carbono de glutamato hacia la formación de alfacetoglutarato, que 
subsecuentemente puede ser derivado al ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) para 
generar ATP mediante fosforilación oxidativa. En este sentido, también se encontró un 
incremento de enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, como succinato 





(AcnA), y el incremento de varias proteínas del sistema del complejo de la ATP sintasa, 
que avalarían la hipótesis que B. pertussis en su estadio intracelular dirige su metabolismo 
hacia la formación de alfacetoglutarato para obtener energía. También se encontró un 
aumento en la enzima glutamato-amonio ligasa adenililtransferasa (GlnE) en bacterias 
intracelulares, que regula negativamente la actividad de la glutamina sintetasa, una 
enzima involucrada en la conversión de glutamato en glutamina. El aumento de GlnE 
sugiere que la síntesis de glutamina se encuentra inhibida, lo que probablemente 
contribuya al incremento del flujo hacia la formación de glutamato, que posteriormente 
podría ser convertido en alfacetoglutarato para ser ingresado al TCA. 
En general, estos cambios en los niveles de enzimas claves sugieren que el 
glutamato podría ser una fuente energética de B. pertussis en el ambiente intracelular, que 
concuerda con la inhabilidad de esta bacteria de obtener energía de carbohidratos [54, 95] 
y el requerimiento del glutamato para el crecimiento in vitro de la misma [95]. Se 
observaron también cambios significativos en los niveles de varios transportadores de 
aminoácidos ABC tanto conocidos como hipotéticos en bacterias intracelulares. De estos 
resultados, sin embargo, no se puede obtener una conclusión precisa en lo que se refiere 
a los mecanismos de incorporación de aminoácidos durante la fase intracelular, debido a 
que no está descripta la especificidad de sustrato de la mayoría de estos transportadores. 
El análisis comparativo del proteoma también indicó que ocurre un aumento en 
los niveles de factores necesarios para la traducción de ARNm a proteínas en las bacterias 
intracelulares a tiempos cortos de infección y que los mismos permanecieron elevados 
durante todo el proceso infeccioso. Se encontró un aumento en varias subunidades 
ribosomales, como las proteínas ribosomales de la subunidad 30S (RpsI) y las proteínas 
ribosomales de la subunidad 50S (RplJ, RpmA, RplD, RpmC y RplR, entre otras). 
Además, se observó un incremento en el factor de iniciación de la transcripción IF-2 
(InfB), a tiempos cortos post infección, y su nivel se encontró también elevado a tiempos 
tardíos de infección. Otros estudios mostraron un incremento en las proteínas 
involucradas en la traducción durante la replicación intracelular de Francisella tularensis 
[96] y de Listeria monocytogenes [97] dentro de macrófagos. En este sentido, el 
incremento en varias proteínas involucradas en la traducción apoya la hipótesis que B. 
pertussis intracelular se encuentra metabólicamente activa y con capacidad de sintetizar 
proteínas, afirmando nuestros resultados previos que sugieren que este patógeno sería 







La expresión de factores de virulencia en B. pertussis está controlada por el 
sistema de dos componentes BvgAS [98]. Como se mencionó en la Introducción de esta 
Tesis (Capítulo 1), ha sido demostrado que factores externos, como la temperatura y 
algunas señales químicas [99], regulan la actividad de este sistema que produce al menos 
tres fases fenotípicas distintas: la fase Bvg+, caracterizada por la expresión de adhesinas 
y toxinas; la fase Bvg− o fase avirulenta, caracterizada por la expresión de los genes Bvg 
reprimidos (vrg) y la ausencia de adhesinas y toxinas; y la fase Bvg-intermedia (Bvgi), en 
la cual se expresa solo una parte de los factores de virulencia y un conjunto de factores 
específicos de esta fase [100]. Además de la regulación por BvgAS, la expresión de los 
factores de virulencia de B. pertussis también se encuentran regulados por modificaciones 
post transcripcionales [82]. En este trabajo se observó que B. pertussis intracelular 
expresa la mayoría de los factores de virulencia característicos de la fase Bvg+, tanto a las 
3 h como a las 48 h post infección, como FHA, Ptx, CyaA, entre otros. El nivel de 
abundancia de los factores de virulencia en bacterias intracelulares a lo largo del tiempo 
fue similar a los encontrados en las bacterias extracelulares, e incluso significativamente 
mayor en el caso de BrkA, a sugiriendo que B. pertussis se encontraría en fase virulenta 
en su estadio intracelular en macrófagos. 
El único aumento significativo se observó en BrkA en las bacterias intracelulares 
a tiempos cortos post infección. Este factor de virulencia se encuentra regulado por el 
sistema BvgAS [101] y está involucrado en la evasión de la muerte por el sistema del 
complemento del sistema inmune del huésped [102]. Otros factores de virulencia también 
controlados por BvgAS, como la hemaglutinina filamentosa (FHA) y el 
autrotransportador Vag8, exhibieron el mismo patrón de incremento, pero en ambos casos 
este aumento no fue estadísticamente significativo. Cabe destacar que Vag8 tambien se 
ha descripto como invlucrado en la resistencia al complemento [102]. Por otro lado, B. 
pertussis es capaz de unir a través de FHA a la proteína C4BP, un factor producido por el 
huésped que inhibe la activación del complemento [103]. Los macrófagos poseen la 
capacidad de producir todas las proteínas necesarias para formar un sistema de 
complemento totalmente funcional [104] y recientemente se ha demostrado que este 
sistema puede activarse intracelularmente, a través de un mecanismo denominado 
complosoma [105], que podría formar parte de la respuesta bactericida de la célula 





sistema de complemento en células infectadas con Staphylococcus aureus produce una 
disminución en la viabilidad de las bacterias internalizadas [107]. En este sentido, B. 
pertussis podría utilizar simultáneamente los factores de virulencia BrkA, Vag8 y FHA 
para evadir la muerte por la activación intracelular del sistema del complemento en 
macrófagos favoreciendo así su persistencia en este tipo celular. 
Las dos principales toxinas de B. pertussis, la toxina pertussis (PT) y la toxina 
adenilato ciclasa (CyaA), fueron encontradas en niveles similares tanto en bacterias 
control como en las muestras de bacterias intracelulares a las 3 h y 48 h post infección. 
La presencia de ambas toxinas a lo largo de todo el período infeccioso sugiere que las 
condiciones del entorno intracelular inducen a B. pertussis a mantener su expresión e 
indica que ambas toxinas podrían ser relevantes para su persistencia intracelular. En 
efecto, estudios que se llevaron a cabo dentro del grupo en paralelo con este estudio reveló 
que tanto PT como CyaA están involucradas en la modulación de los genes de defensa 
del macrófago que posibilita la sobrevida intracelular [108]. Se observó que la ausencia 
de PT o CyaA resulta en una disminución en la persistencia de este patógeno en 
macrófagos humanos, resaltando la importancia de estas toxinas en la modulación de la 
respuesta bactericida e inflamatoria del huésped [108]. Dado que la contribución de estas 
toxinas en la persistencia de B. pertussis en macrófagos THP-1 ya fue demostrada por 
nuestro grupo [108], en este trabajo de Tesis no se profundizó su estudio. 
 
3.2.3.4. Regulación 
Del análisis proteómico resulta evidente que durante la transición del ambiente 
extracelular al intracelular se producen cambios significativos en los niveles de 
determinadas proteínas. Los factores de trascripción son elementos claves en la 
regulación de la expresión proteica y en la adaptación de los microrganismos a nuevas 
condiciones ambientales. En este estudio se encontraron cambios en el nivel de 
abundancia de varios reguladores transcripcionales en B. pertussis intracelular comparado 
con las bacterias extracelulares. A tiempos cortos post infección se observaron aumentos 
significativos en la abundancia de BP0744, un posible regulador transcripcional; BP2004, 
un posible regulador de respuesta; BP1092, una probable histidina quinasa de un sistema 
de dos componentes; BP3798, una proteína regulatoria de la familia AraC; y BP3702, un 





permanecieron elevados incluso a las 48 h post infección. Se encontró que el nivel de los 
reguladores transcripcionales BP1456, de la familia LysR, y BP3222, un regulador de 
respuesta, aumentaron significativamente a las 48 h post infección sugiriendo que podrían 
estar involucrado en la modificación de la expresión génica de B. pertussis a tiempos 
tardíos post infección. Los miembros de las familias de reguladores transcripcionales 
AraC, GntR y LysR controlan una serie de genes diversos en otras bacterias, incluyendo 
genes involucrados en virulencia, metabolismo y adaptación a la célula huésped [109-
112]. A pesar de que el rol de estos reguladores en B. pertussis no ha sido dilucidado, los 
niveles aumentados en bacterias intracelulares sugieren que pueden desempeñar una 
función en la adaptación y sobrevida de esta bacteria dentro de macrófagos. Como la 
respuesta eficiente a las señales ambientales es crucial para que los patógenos 
establezcan una infección exitosa, la caracterización de estos factores de transcripción 
seguramente revelará nuevos mecanismos involucrados en la persistencia intracelular 
de B. pertussis. 
Además de los cambios en factores de transcripción, se encontró que B. pertussis 
regula en su estadio intracelular proteínas relacionadas con el metabolismo del 
diguanilato cíclico (c-di-GMP). Este nucleótido dicíclico está involucrado en la 
transducción de señales en bacterias actuando como segundo mensajero en diversos 
aspectos relacionados con la movilidad, la virulencia, la formación de biofilm y la 
progresión del ciclo celular bacteriano [113]. Las proteínas que regulan los niveles del c-
di-GMP contienen dominios GGDEF y/o EAL, que están involucrados en la síntesis 
(GGDEF) o la degradación (EAL) de este metabolito [114]. El genoma de B. pertussis 
contiene genes que codifican para varias proteínas con dominios relacionados con el 
metabolismo del c-di-GMP [115]. Dentro de ellas, en este estudio se encontró que la 
expresión de las proteínas BP1592, con dominios GGDEF-EAL, y BP1492, que contiene 
un dominio GGDEF, aumenta en bacterias intracelulares, y la expresión de éstas 
permanece elevada incluso a las 48 h post infección. Se observó además que la expresión 
de la proteína BP1092, que es el sensor histidina quinasa de un posible sistema de dos 
componentes y que contiene además dominios GGDEF-EAL, aumenta 
significativamente en bacterias intracelulares tanto a las 3 h como 48 h post infección. 
Cabe destacar que BP1092 es la proteína con mayor aumento de expresión a las 48 h post 
infección en comparación con las bacterias control. Esta combinación de dominios 





de un sensor de un sistema de dos componentes que podría responder a los niveles de c-
di-GMP intracelulares y regular la expresión génica en respuesta a señales ambientales. 
Dado que las proteínas nombradas anteriormente tienen tanto motivos de síntesis como 
de degradación de c-di-GMP, es difícil predecir si el aumento de éstas en la fase 
intracelular de B. pertussis estaría elevando o disminuyendo los niveles de este 
metabolito. Sin embargo, se puede especular que el segundo mensajero c-di-GMP está 
involucrado en la regulación de los mecanismos que posibilitan la vida intracelular de 
esta bacteria. 
 
3.2.3.5. Metabolismo de hierro y magnesio 
Para poder multiplicarse, los patógenos deben ser capaces de captar los nutrientes 
que limitan su crecimiento en el ambiente del huésped, adaptándose a la abundancia y a 
las fuentes de nutrientes encontradas a medida que avanza la infección. Dentro de los 
nutrientes de mayor relevancia para la sobrevida y multiplicación de los microorganismos 
se encuentra el hierro. Los mamíferos han desarrollado un mecanismo de defensa 
conocido como inmunidad nutricional, que consiste en el secuestro activo de nutrientes, 
entre los que se encuentra el hierro, limitando su disponibilidad para los microrganismos 
invasores [116]. Los microorganismos que pueden sobrevivir y multiplicarse en el 
hospedador son los que han adquirido sistemas de captura de hierro de alta afinidad que 
les permiten incorporar este nutriente a partir de distintas fuentes. Por este motivo, estos 
sistemas se consideran esenciales para la patogenicidad bacteriana [117, 118]. De todos 
los sistemas de captura de hierro de alta afinidad descriptos en B. pertussis, en el proteoma 
de bacterias intracelulares sólo se identificaron los transportadores BfrD, BfrE, IRP1-3 y 
AfuA. Los resultados de proteómica indican que el nivel de BfrD se encuentran 
incrementado a las 3 h post infección en comparación con el nivel en bacterias 
extracelulares y que el nivel de este receptor se mantuvo elevado durante todo el periodo 
de infección (Tabla Anexa 2). También se observó que el receptor BfrE aumenta su 
abundancia en bacterias intracelulares, sin embargo, esta proteína se detectó en niveles 
muy bajos y sólo en un replicado biológico en las muestras de bacterias control. Dado 
que uno de los criterios seleccionados para la cuantificación de abundancia fue incluir 
solamente las proteínas que estaban presentes en al menos dos o más replicados biológico, 
BfrE fue excluido del análisis proteómico presentado en la Tabla Anexa 1 (ver 





BfrE en cada uno de los replicados biológicos de bacterias intracelulares recuperadas 
tanto a las 3 como a las 48 h post infección sugiriendo que, al igual que BfrD, el nivel de 
este receptor se encuentra incrementado significativamente en bacterias intracelulares 
(Tabla 3.2). Se ha demostrado en B. bronchiseptica que BfrD y BfrE están involucrados 
en la obtención de hierro a través de las catecolaminas del huésped, como los 
neuroquímicos epinefrina y norepinefrina [119]. Estos neuroquímicos extraen hierro de 
transferrina o lactoferrina, y luego son capturados por BfrD y BfrE [119]. Si bien estos 
receptores están presenes en B. pertussis, no se ha podido hasta el momento verificar su 
funcionalidad, debido posiblemente al bajo nivel de expresión que presentan en bacterias 
crecidas en medios de cultivo líquido convencionales [120]. Sin embargo, teniendo en 
cuenta que tanto BfrD como BfrE están involucrados en la captura de hierro a través de 
catecolaminas y transferrina en B. bronchiseptica [119], que según lo demuestran 
estudios previos B. pertussis sobrevive en macrófagos en compartimientos con acceso a 
transferrina [10], y que las células inmunes son capaces de sintetizar catecolaminas [121-
123], se puede especular que estos dos receptores podrían estar involucrados en la captura 
de hierro en el estadio intracelular de este patógeno. Esta hipótesis se investiga en el 
Capítulo 4 de esta Tesis. 
 
Tabla 3.2. Los receptores BfrD y BfrE aumentan su expresión en el estadio 
intracelular de B. pertussis. Se muestan valores de cuentras espectrales normalizadas (Promedio 
± DE) de tres replicados biológicos. 
 Control 3 h p. i. 48 h p. i. p-valor ANOVA 
BfrD 17,0 ± 1,7 39,3 ± 4,7 39,7 ± 2,0 p<0,001 
BfrE 0,3 ± 0,6 2,3 ± 1,1 6,7 ± 1,5 p<0,001 
 
En bacterias Gram-negativas, los receptores de hierro presentes en la membrana 
externa transportan este nutriente del medio extracelular hacia el periplasma. Una vez en 
esta localización, el hierro es captado por otros transportadores que son los encargados 
de movilizarlo hacia el citoplasma. En B. pertussis los únicos transportadores de hierro 
que transportan este metal del periplasma al citoplasma caracterizados hasta el momento 
son AfuA (también llamado FbpA) [124, 125] e IRP1-3 (también llamado FtrA) [126, 
127]. Los sistemas de captura de hierro de membrana externa de B. pertussis que utilizan 
el sideróforo alcaligina, los xenosideróforos o los transportadores de Fe3+ libre convergen 





ABC [124, 128]. Es importante destacar que tanto los sideróforos como los 
xenosideróforos son específicos de Fe3+. Por otro lado, el receptor IRP1-3, que fue 
identificado por primera vez por nuestro grupo en un estudio del proteoma de B. pertussis 
cultivada en limitación de hierro [129], forma parte de un sistema transportador 
periplásmico de alta afinidad de Fe2+ [126]. El sistema de captura IRP1-3 se induce en 
limitación de hierro [129] o en entornos con pH ácido [126]. Esta última condición 
favorece la estabilidad del estado de oxidación Fe2+. Más aun, de acuerdo a Brickman y 
col., IRP1-3 es el único sistema de captura de hierro de alta afinidad funcional en B. 
pertussis a valores de pH 6,0 o inferiores in vitro [126]. Los resultados de proteómica de 
B. pertussis intracelular mostraron que esta bacteria activa la expresión del transportador 
IRP1-3 a las 48 hs post infección dentro de macrófagos. Como la expresión de IRP1-3 
fue detectada en un único replicado biológico, fue excluido del análisis proteómico 
presentado en la Tabla Anexa 1. Considerando que B. pertussis sobrevive 
intracelularmente en endosomas tempranos en donde el pH sería cercano a 6,0 [10], 
nuestros resultados concuerdan con los estudios realizados por Brickman y col [126] y 
sugieren que IRP1-3 podría tener un rol relevante durante la adquisición de hierro en el 
estadio intracelular de este patógeno. Esta hipótesis se investiga en el Capítulo 5 de esta 
Tesis. 
Por último, se observó que la expresión de AfuA disminuye a las 3 h post infección 
comparado con bacterias extracelulares. A las 48 h post infección no fue posible detectar 
su expresión. Este resultado parece sugerir que B. pertussis intracelular no obtiene el 
hierro a partir de la captura de sideróforos, dado que la ausencia de AfuA impediría el 
transporte del hierro capturado por éstos hacia el citoplasma. Por este motivo, se puede 
especular que la captura de hierro de B. pertussis dentro del fagosoma estaría mediada 
principalmente a por BfrD, BfrE, IRP1-3 y/o algún otro receptor no identificado por este 
estudio proteómico. Asimismo, estos resultados indican que las condiciones de entorno 
encontradas por B. pertussis en su estadio intracelular modulan la expresión del receptor 
AfuA, una hipótesis que se investiga en el Capítulo 5 de esta Tesis. 
Otro factor identificado en este estudio proteómico que podría estar involucrado 
en la adquisición de nutrientes durante el estadio intracelular de B. pertussis es MgtC 
(BP0414). Este factor promueve la sobrevida intracelular de numerosos patógenos en 
células del hospedador al permitir la adaptación a entornos ácidos y/o limitados en 
magnesio [130], condiciones de entorno que podrían ser las encontradas por B. pertussis 





basados en homología de secuencia sugieren que este gen se ha adquirido por 
transferencia horizontal durante la evolución de los microrganismos patógenos [131]. 
Esta proteína fue identificada solamente en muestras de B. pertussis aislada a las 48 h 
post infección, sugiriendo que MgtC sólo es inducido en localización intracelular y a 
tiempos tardíos de infección. MgtC fue excluido del análisis estadístico presentado en la 
Tabla Anexa 1 dado que solamente fue identificado un péptido derivado del mismo, y 
una de las condiciones elegidas para el análisis estadístico es la identificación de al menos 
dos péptidos derivados de las proteinas estudiadas. Como la expresión de MgtC en B. 
pertussis no había sido reportada previamente se decidió caracterizar el rol de este factor 








En resumen, los resultados presentados en este capítulo describen que B. pertussis 
adapta su proteoma dentro de macrófagos humanos, confirmando la existencia de una 
fase intracelular de este patógeno en este tipo celular. Asimismo, indican que esta 
adaptación a las condiciones intracelulares eventualmente posibilita su sobrevida dentro 
de macrófagos humanos. Estos resultados confirman que B. pertussis es un patógeno 
intracelular facultativo y ayudan a comprender su bien conocida y poco explicada 
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Tabla Anexa 1: Proteínas de B. pertussis identificadas en las muestras de bacterias extracelulares (Control) y aisladas de localización intracelular (3 h 
y 48 h post infección). Las proteínas con niveles modificados entre las muestras se encuentran sombreadas. Na = No detectado. 
 
Locus Gen Proteína 3 h p.i. vs control  48 h p.i. vs control 48 h p.i. vs 3 h p.i. 












BP0003 parA ParA family protein  0,91 0,52 0,66 0,78 0,52 0,67 0,86 0,45 0,67 
BP0007 tufA elongation factor Tu  1,55 0,01 0,08 1,11 0,28 0,45 0,72 0,05 0,26 
BP0009 nusG transcription antitermination protein NusG  0,97 0,80 0,90 1,09 0,87 0,92 1,12 0,78 0,88 
BP0010 rplK 50S ribosomal protein L11  2,26 0,04 0,13 0,65 0,08 0,21 0,29 0,01 0,17 
BP0011 rplA 50S ribosomal protein L1  1,97 0,02 0,09 1,21 0,36 0,53 0,61 0,04 0,26 
BP0013 rplJ 50S ribosomal protein L10  2,78 0,01 0,06 1,56 0,07 0,19 0,56 0,00 0,13 
BP0014 rplL 50S ribosomal protein L7/L12  2,41 0,00 0,03 1,18 0,74 0,83 0,49 0,05 0,26 
BP0015 rpoB DNA-directed RNA polymerase beta subunit  2,78 0,02 0,08 1,41 0,05 0,16 0,51 0,04 0,26 
BP0016 rpoC DNA-directed RNA polymerase beta' subunit  1,05 0,85 0,92 0,59 0,14 0,30 0,56 0,38 0,63 
BP0034 glyS glycyl-tRNA synthetase beta chain  0,86 0,22 0,38 0,37 0,03 0,13 0,43 0,05 0,26 
BP0038 gloA lactoylglutathione lyase  0,70 0,58 0,71 2,21 0,01 0,06 3,16 0,04 0,26 
BP0047 metX homoserine O-acetyltransferase  2,35 0,01 0,08 OFF na na OFF na na 
BP0074 htpG heat shock protein 90  0,41 0,02 0,10 0,69 0,17 0,33 1,66 0,25 0,51 
BP0091 bplC lipopolysaccharide biosynthesis protein  1,01 0,92 0,96 1,08 0,19 0,35 1,06 0,27 0,53 
BP0101 BP0101 B hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0102 BP0102 putative penicillin-binding protein precursor  1,40 0,01 0,07 0,18 0,01 0,09 0,13 0,00 0,17 
BP0103 BP0103 probable class IV aminotransferase  0,69 0,04 0,13 0,49 0,11 0,26 0,71 0,31 0,56 
BP0112 metC cystathionine beta-lyase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0113 dsbA thiol:disulfide interchange protein DsbA precursor  0,55 0,03 0,10 0,84 0,73 0,83 1,51 0,13 0,37 
BP0115 argS arginyl-tRNA synthetase  0,24 0,08 0,21 0,18 0,00 0,04 0,77 0,92 0,96 
BP0116 BP0116 hypothetical protein  0,56 0,03 0,10 1,11 0,65 0,78 2,00 0,01 0,22 
BP0117 BP0117 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0139 ilvA threonine dehydratase  0,91 0,66 0,78 2,36 0,03 0,14 2,60 0,03 0,26 
BP0169 BP0169 hypothetical protein  0,70 0,86 0,92 2,40 0,15 0,32 3,43 0,28 0,53 
BP0170 rhlE putative ATP-dependent RNA helicase  4,84 0,05 0,14 3,35 0,18 0,35 0,69 0,41 0,65 
BP0172 prfC peptide chain release factor 3  1,57 0,18 0,34 1,48 0,07 0,20 0,94 0,94 0,96 
BP0174 bfr bacterioferritin  0,65 0,82 0,91 2,44 0,12 0,28 3,73 0,23 0,49 
BP0176 BP0176  pseudogene ON na na ON na na 0,76 0,73 0,85 
BP0180 metG methionyl-tRNA synthetase  0,61 0,44 0,59 0,49 0,12 0,28 0,79 0,26 0,51 
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BP0185 dcd deoxycytidine triphosphate deaminase  2,02 0,01 0,05 2,15 0,06 0,18 1,06 1,00 1,00 
BP0190 BP0190 probable orn/arg/lys decarboxylase  0,44 0,00 0,03 0,20 na na 0,44 na na 
BP0195 gcvT aminomethyltransferase  0,90 0,21 0,36 1,36 0,05 0,16 1,51 0,02 0,25 
BP0196 gcvH glycine cleavage system H protein  OFF na na 1,13 0,03 0,13 ON na na 
BP0197 gcvP glycine dehydrogenase  1,47 0,20 0,35 0,31 0,03 0,14 0,21 0,02 0,23 
BP0205 BP0205 hypothetical protein  1,14 0,29 0,44 0,59 0,08 0,22 0,52 0,06 0,29 
BP0206 thiC thiamine biosynthesis protein ThiC  2,99 0,02 0,08 6,07 0,02 0,11 2,03 0,32 0,57 
BP0208 BP0208 putative oxidoreductase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0215 ppc phosphoenolpyruvate carboxylase  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP0216 sphB1 autotransporter subtilisin-like protease  1,04 0,75 0,87 0,78 0,44 0,60 0,75 0,06 0,29 
BP0223 catC2 methylmuconolactone isomerase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0225 catD2 3-oxoadipate enol-lactone hydrolase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0240 BP0240 hypothetical protein  0,47 0,18 0,34 1,02 0,97 0,98 2,18 0,25 0,50 
BP0242 purM phosphoribosylaminoimidazole synthetase  0,51 0,10 0,23 0,98 0,75 0,84 1,90 0,22 0,48 
BP0246 amiC N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase  OFF na na 5,39 0,09 0,23 ON na na 
BP0250 BP0250 hypothetical protein  0,20 0,01 0,08 0,66 0,07 0,20 3,34 0,04 0,26 
BP0264 apt adenine phosphoribosyltransferase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0274 sspA stringent starvation protein A  0,13 0,01 0,08 0,96 0,75 0,84 7,55 0,03 0,25 
BP0277 petA ubiquinol-cytochrome C reductase iron-sulfur subunit  1,28 0,25 0,41 0,61 0,64 0,78 0,48 0,37 0,63 
BP0279 BP0279 hypothetical protein  0,77 0,23 0,38 0,95 0,65 0,78 1,23 0,42 0,65 
BP0289 ilvD dihydroxy-acid dehydratase  0,86 0,20 0,35 0,62 0,01 0,09 0,72 0,06 0,29 
BP0314 BP0314 hypothetical protein  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP0315 hemL glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase  0,99 0,90 0,96 0,68 0,25 0,42 0,68 0,30 0,55 
BP0346 bhuS putative hemin transport protein  2,15 0,32 0,49 2,13 0,16 0,32 0,99 0,88 0,95 
BP0360 BP0360 probable aldehyde dehydrogenase  ON na na ON na na 0,78 0,54 0,74 
BP0368 gdhA glutamate dehydrogenase  1,01 0,92 0,96 0,97 0,84 0,90 0,96 0,97 0,98 
BP0369 BP0369 putative endonuclease  1,10 0,48 0,63 1,07 0,14 0,30 0,98 0,84 0,93 
BP0371 gatB aspartyl/glutamyl-tRNA amidotransferase subunit B  0,23 0,04 0,13 0,27 0,01 0,09 1,17 0,70 0,84 
BP0372 gatA glutamyl-tRNA amidotransferase subunit A  0,63 0,42 0,58 0,60 0,18 0,35 0,95 0,34 0,58 
BP0374 mreB rod shape-determining protein  1,39 0,14 0,28 0,94 0,68 0,81 0,68 0,07 0,29 
BP0379 ldh putative L-lactate dehydrogenase  0,82 0,36 0,53 0,66 0,00 0,05 0,80 0,58 0,76 
BP0383 argB acetylglutamate kinase  1,23 0,84 0,92 0,35 0,04 0,15 0,28 0,58 0,76 
BP0385 BP0385 hypothetical protein  OFF na na 0,48 0,72 0,82 ON na na 
 139 
 
Locus Gen Proteína 3 h p.i. vs control  48 h p.i. vs control 48 h p.i. vs 3 h p.i. 












BP0387 BP0387 hypothetical protein  1,00 0,92 0,96 1,19 0,62 0,77 1,19 0,63 0,79 
BP0390 BP0390 putative tetrapyrrole methylase  0,80 0,56 0,69 1,08 0,26 0,43 1,36 0,12 0,35 
BP0410 BP0410 putative universal stress protein  1,13 0,82 0,91 1,69 0,05 0,17 1,49 0,23 0,49 
BP0413 fusA'  pseudogene 1,14 0,60 0,73 2,90 0,12 0,28 2,55 0,14 0,38 
BP0421 BP0421 putative acyl-CoA dehydrogenase  
 
na na ON na na ON na na 
BP0441 BP0441 MerR-family transcriptional regulator  1,09 0,73 0,85 OFF na na OFF na na 
BP0445 aceK  pseudogene 2,11 0,02 0,08 6,68 0,00 0,05 3,16 0,04 0,26 
BP0451 argM bifunctional N-succinyldiaminopimelate-
aminotransferase/acetylornithine transaminase protein  
1,12 0,48 0,63 0,91 0,55 0,70 0,81 0,42 0,65 
BP0454 BP0454 hypothetical protein  0,51 0,05 0,15 0,72 0,17 0,33 1,40 0,22 0,48 
BP0460 topB DNA topoisomerase III  1,04 0,75 0,86 0,42 0,62 0,77 0,40 0,18 0,42 
BP0465 BP0465 probable aldehyde dehydrogenase  0,23 0,00 0,02 0,32 0,04 0,15 1,41 0,04 0,26 
BP0475 rne ribonuclease E  1,16 0,89 0,94 1,18 0,79 0,87 1,02 0,77 0,87 
BP0489 gyrB DNA gyrase subunit B  1,27 0,46 0,61 0,60 0,32 0,49 0,47 0,10 0,34 
BP0490 dnaN DNA polymerase III subunit beta  0,38 0,09 0,21 0,88 0,13 0,28 2,34 0,15 0,40 
BP0499 BP0499 hypothetical protein  0,74 0,02 0,08 0,72 0,47 0,62 0,97 0,06 0,29 
BP0506 BP0506 phage-related hypothetical protein  1,42 0,76 0,88 1,66 0,05 0,16 1,17 0,38 0,63 
BP0513 BP0513 phage-related hypothetical protein  ON na na ON na na 3,38 0,23 0,49 
BP0516 BP0516 hypothetical protein  0,66 0,26 0,42 OFF na na OFF na na 
BP0529 BP0529 autotransporter  0,75 0,41 0,57 0,39 0,23 0,40 0,52 0,86 0,94 
BP0532 BP0532 putative substrate-CoA ligase  ON na na ON na na 3,84 0,28 0,53 
BP0535 BP0535 probable carboxymuconolactone decarboxylase  0,85 0,93 0,96 2,45 0,08 0,21 2,89 0,02 0,22 
BP0551 fmt methionyl-tRNA formyltransferase  0,57 0,53 0,67 0,79 0,62 0,77 1,39 0,56 0,75 
BP0558 BP0558 amino acid-binding periplasmic protein  0,37 0,00 0,04 0,51 0,00 0,02 1,38 0,11 0,35 
BP0561 BP0561 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0570 BP0570 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0572 BP0572 putative two-component response regulator  1,25 0,18 0,33 0,95 0,70 0,82 0,76 0,28 0,53 
BP0573 trkA Trk system potassium uptake protein  0,43 0,14 0,28 0,95 0,86 0,91 2,19 0,06 0,29 
BP0604 secB export protein SecB  0,38 0,02 0,08 0,18 0,00 0,05 0,47 0,07 0,31 
BP0607 gpmA phosphoglyceromutase  0,11 0,00 0,02 0,36 0,00 0,05 3,16 0,04 0,26 
BP0609 ctpA putative carboxy-terminal processing protease precursor  2,99 0,01 0,08 0,74 0,31 0,49 0,25 0,00 0,17 
BP0614 BP0614  pseudogene ON na na ON na na 1,83 0,45 0,68 
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BP0624 BP0624 acyl-CoA synthase  0,54 0,09 0,21 1,76 0,01 0,07 3,29 0,02 0,23 
BP0627 BP0627 probable enoyl-CoA hydratase/isomerase  0,33 0,01 0,06 0,32 0,00 0,02 0,94 0,94 0,96 
BP0628 BP0628 putative pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit  0,73 0,61 0,73 0,52 0,42 0,57 0,71 0,16 0,40 
BP0629 pdhA putative pyruvate dehydrogenase E1 component, alpha 
subunit  
OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0649 BP0649 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP0659 BP0659 probable zinc-binding dehydrogenase  0,44 0,10 0,22 0,77 0,30 0,47 1,73 0,28 0,53 
BP0665 BP0665 thymidine diphosphoglucose 4,6-dehydratase  0,35 0,05 0,15 OFF na na OFF na na 
BP0666 glmS D-fructose-6-phosphate amidotransferase  0,79 0,44 0,60 0,94 0,72 0,82 1,19 0,94 0,96 
BP0670 BP0670 probable acyl-CoA dehydrogenase  ON na na ON na na 2,22 0,29 0,54 
BP0690 BP0690 hypothetical protein  0,58 0,14 0,28 1,30 0,43 0,58 2,24 0,06 0,29 
BP0693 BP0693 HPr kinase/phosphorylase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0694 rpoP nitrogen regulatory IIA protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0696 rpoN pseudogene  OFF na na 3,81 0,01 0,08 ON na na 
BP0697 BP0697 ABC transporter  0,92 0,49 0,64 0,49 0,19 0,35 0,53 0,35 0,60 
BP0698 BP0698 hypothetical protein  1,30 0,58 0,71 0,92 0,19 0,35 0,71 0,73 0,85 
BP0700 BP0700 probable hydrolase  0,17 0,00 0,04 0,26 0,01 0,07 1,48 0,14 0,38 
BP0705 BP0705  pseudogene 11,14 0,01 0,07 11,90 0,00 0,01 1,07 0,64 0,80 
BP0709 aspS aspartyl-tRNA synthetase  0,69 0,20 0,36 0,89 0,05 0,16 1,29 0,32 0,57 
BP0718 BP0718 carboxyvinyl-carboxyphosphonate phosphorylmutase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0744 BP0744 putative transcriptional regulator  ON na na ON na na 0,71 0,73 0,85 
BP0746 proB gamma-glutamyl kinase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0747 BP0747 probable GTP-binding protein  1,11 0,27 0,43 0,57 0,23 0,40 0,51 0,17 0,42 
BP0748 rpmA 50S ribosomal protein L27  4,31 0,01 0,06 10,51 0,00 0,05 2,44 0,13 0,37 
BP0751 ispB octaprenyl-diphosphate synthase  OFF na na 1,01 0,37 0,53 ON na na 
BP0753 hyuA putative hydantoin utilization protein A  ON na na ON na na 1,95 0,27 0,53 
BP0760 cyaA bifunctional hemolysin-adenylate cyclase precursor  1,35 0,41 0,57 0,69 0,18 0,34 0,51 0,08 0,32 
BP0773 BP0773 hypothetical protein  ON na na ON na na 3,16 0,04 0,26 
BP0777 BP0777 probable Zinc-binding dehydrogenase  0,52 0,12 0,26 0,30 0,03 0,13 0,59 0,96 0,98 
BP0789 ilvI acetolactate synthase large subunit  0,96 0,67 0,79 1,08 0,10 0,23 1,12 0,29 0,54 
BP0791 ilvC ketol-acid reductoisomerase  1,49 0,06 0,17 1,49 0,10 0,23 1,00 0,97 0,98 
BP0794 rpsO 30S ribosomal protein S15  2,79 0,04 0,13 4,96 0,02 0,11 1,78 0,29 0,54 
BP0795 pnp polyribonucleotide nucleotidyltransferase  1,38 0,02 0,09 1,07 0,47 0,62 0,77 0,07 0,30 
 141 
 
Locus Gen Proteína 3 h p.i. vs control  48 h p.i. vs control 48 h p.i. vs 3 h p.i. 












BP0800 BP0800 probable zinc-binding dehydrogenase  0,46 0,08 0,19 0,86 0,52 0,67 1,88 0,12 0,35 
BP0801 tpiA triosephosphate isomerase  0,14 0,00 0,05 0,50 0,07 0,19 3,71 0,15 0,40 
BP0809 argH  pseudogene 1,86 0,19 0,34 1,93 0,10 0,23 1,04 0,82 0,91 
BP0816 BP0816 hypothetical protein  0,47 0,02 0,08 1,55 0,24 0,41 3,33 0,13 0,37 
BP0822 hyuA hydantoin utilization protein A  ON na na ON na na 2,22 0,10 0,34 
BP0827 BP0827 integral membrane component of multidrug efflux system  ON na na ON na na 2,80 0,05 0,27 
BP0840 BP0840 outer membrane porin protein precursor  1,43 0,27 0,43 2,38 0,00 0,02 1,67 0,09 0,33 
BP0842 nuoB NADH dehydrogenase beta subunit  2,59 0,00 0,05 1,21 0,37 0,53 0,47 0,02 0,22 
BP0844 nuoD NADH dehydrogenase delta subunit  1,60 0,03 0,12 1,67 0,19 0,35 1,05 0,94 0,96 
BP0845 nuoE ATP synthase subunit E  2,28 0,07 0,19 1,60 0,32 0,49 0,70 0,39 0,63 
BP0846 nuoF respiratory-chain NADH dehydrogenase, 51 kDa subunit  0,82 0,39 0,55 0,85 0,52 0,67 1,04 0,88 0,95 
BP0847 nuoG NADH dehydrogenase gamma subunit  1,46 0,00 0,04 0,60 0,00 0,05 0,41 0,00 0,12 
BP0856 bfrD probable TonB-dependent receptor for iron transport  2,30 0,00 0,03 2,31 0,00 0,01 1,01 0,90 0,95 
BP0860 BP0860 hypothetical protein  4,43 0,06 0,16 14,14 0,01 0,09 3,19 0,05 0,26 
BP0863 serB phosphoserine phosphatase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0906 BP0906 putative peptidase  0,13 0,00 0,03 0,33 0,02 0,11 2,59 0,35 0,60 
BP0937 BP0937 hypothetical protein  0,91 0,52 0,66 0,57 0,23 0,40 0,63 0,89 0,95 
BP0943 ompA outer membrane protein A precursor  1,02 0,96 0,98 1,27 0,03 0,13 1,25 0,15 0,40 
BP0944 gyrA DNA gyrase subunit A  1,26 0,19 0,34 0,57 0,16 0,32 0,45 0,09 0,34 
BP0947 tyrA prephenate dehydrogenase  1,23 0,20 0,35 0,83 0,41 0,57 0,67 0,41 0,64 
BP0950 rpsA 30S ribosomal protein S1  1,94 0,01 0,07 1,05 0,79 0,87 0,54 0,01 0,22 
BP0953 BP0953 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP0955 rfaD ADP-L-glycero-D-manno-heptose-6-epimerase  1,32 0,08 0,19 1,55 0,05 0,16 1,17 0,43 0,66 
BP0958 cysM cysteine synthase B  0,40 0,06 0,16 0,65 0,10 0,24 1,63 0,81 0,91 
BP0959 mltB membrane-bound lytic murein transglycosylase B precursor  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP0961 etfB electron transfer flavoprotein beta-subunit  0,97 0,80 0,90 1,75 0,00 0,05 1,80 0,01 0,17 
BP0962 etfA electron transfer flavoprotein alpha-subunit  1,21 0,23 0,39 1,15 0,79 0,88 0,95 0,74 0,85 
BP0964 BP0964 probable acyl-CoA dehydrogenase  0,35 0,06 0,16 0,38 0,13 0,28 1,09 0,41 0,64 
BP0965 BP0965 antioxidant protein  0,66 0,10 0,22 0,71 0,23 0,40 1,07 0,94 0,96 
BP0971 cysN pseudogene  
 
na na ON na na ON na na 
BP0975 rplS 50S ribosomal protein L19  1,95 0,10 0,23 1,01 0,37 0,53 0,52 0,49 0,70 
BP0989 prlC oligopeptidase A  0,34 0,04 0,12 0,63 0,24 0,40 1,86 0,97 0,98 
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BP0991 BP0991 two-component response regulator  0,40 0,04 0,12 0,36 0,09 0,23 0,90 0,45 0,68 
BP0993 aceE pyruvate dehydrogenase E1 component  1,34 0,24 0,39 1,13 0,39 0,55 0,85 0,50 0,71 
BP0994 aceF dihydrolipoamide acetyltransferase  1,03 0,88 0,94 1,11 0,64 0,78 1,08 0,74 0,85 
BP0995 lpdA dihydrolipoamide dehydrogenase  1,25 0,01 0,07 1,35 0,06 0,17 1,08 0,57 0,75 
BP0999 tktA transketolase  0,75 0,19 0,34 0,51 0,03 0,12 0,68 0,19 0,44 
BP1000 gap glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  0,80 0,39 0,55 0,47 0,10 0,25 0,59 0,57 0,75 
BP1001 pgk phosphoglycerate kinase  0,31 0,01 0,06 0,46 0,04 0,15 1,47 0,39 0,63 
BP1005 BP1005 hypothetical protein  ON na na ON na na 3,02 0,38 0,63 
BP1011 cbpA curved DNA-binding protein  1,28 0,27 0,43 2,04 0,06 0,17 1,60 0,08 0,32 
BP1038 corC magnesium and cobalt efflux protein  0,78 0,40 0,56 0,76 0,53 0,68 0,98 0,32 0,57 
BP1040 BP1040 PhoH-like protein  1,43 0,24 0,40 1,02 0,60 0,75 0,71 0,92 0,96 
BP1046 secD protein export protein SecD  2,59 0,02 0,08 4,32 0,01 0,08 1,67 0,85 0,93 
BP1047 BP1047 putative secreted protein  0,91 0,52 0,66 OFF na na OFF na na 
BP1052 upp uracil phosphoribosyltransferase  1,40 0,55 0,69 0,59 0,45 0,60 0,42 0,50 0,71 
BP1054 prn pertactin precursor  0,47 0,04 0,12 0,63 0,04 0,15 1,34 0,30 0,55 
BP1057 BP1057 hypothetical protein  2,55 0,03 0,11 2,39 0,01 0,07 0,94 0,94 0,96 
BP1064 maeB phosphate acetyltransferase  0,37 0,01 0,07 0,98 0,71 0,82 2,66 0,54 0,74 
BP1066 BP1066 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1072 ppk polyphosphate kinase  2,40 0,00 0,04 OFF na na OFF na na 
BP1075 mrsA phosphoglucomutase/phosphomannomutase  1,47 0,00 0,04 0,92 0,60 0,75 0,63 0,15 0,40 
BP1077 ftsH cell division protein  0,41 0,28 0,44 1,48 0,12 0,28 3,63 0,08 0,32 
BP1087 BP1087 hypothetical protein  1,59 0,03 0,12 2,82 0,00 0,04 1,78 0,01 0,22 
BP1092 BP1092 probable two-component histidine kinase  9,67 0,00 0,04 37,65 0,02 0,11 3,89 0,10 0,34 
BP1097 livK putative amino acids binding protein  ON na na ON na na 1,43 0,75 0,86 
BP1102 lysS lysyl-tRNA synthetase  1,11 0,76 0,87 0,40 0,03 0,13 0,36 0,11 0,35 
BP1105 recJ single-stranded-DNA-specific exonuclease  1,63 0,22 0,37 1,09 0,62 0,77 0,67 0,20 0,45 
BP1110 sphB3 serine protease  2,39 0,00 0,04 5,58 0,03 0,13 2,34 0,12 0,35 
BP1112 bipA putative outer membrane ligand binding protein  1,30 0,03 0,12 0,58 0,04 0,14 0,44 0,01 0,22 
BP1116 BP1116 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1117 greB transcription elongation factor GreB  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1119 fim2 serotype 2 fimbrial subunit precursor  2,04 0,35 0,52 1,33 0,91 0,95 0,65 0,56 0,75 
BP1120 maeB phosphate acetyltransferase  0,99 0,82 0,91 1,03 0,69 0,81 1,04 0,73 0,85 
BP1124 odhA 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component  1,54 0,12 0,25 1,28 0,01 0,07 0,83 0,51 0,72 
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BP1125 odhB dihydrolipoamide acetyltransferase  1,65 0,03 0,10 1,42 0,01 0,08 0,86 0,39 0,63 
BP1126 odhL dihydrolipoamide dehydrogenase  1,41 0,04 0,12 1,52 0,14 0,29 1,08 0,85 0,93 
BP1149 phbC poly-beta-hydroxybutyrate polymerase  1,38 0,40 0,56 OFF na na OFF na na 
BP1150 phbB acetoacetyl-CoA reductase  0,79 0,34 0,51 1,03 0,86 0,91 1,31 0,31 0,56 
BP1151 BP1151 hypothetical protein  0,67 0,16 0,31 0,38 0,00 0,05 0,57 0,16 0,40 
BP1163 BP1163 probable short-chain dehydrogenase  0,73 0,30 0,46 OFF na na OFF na na 
BP1189 BP1189 lipoprotein  0,99 0,85 0,92 0,42 0,00 0,03 0,42 0,01 0,22 
BP1192 BP1192 hypothetical protein  1,08 0,99 1,00 OFF na na OFF na na 
BP1198 clpB ATP-dependent protease, ATPase subunit  1,18 0,20 0,36 1,67 0,00 0,01 1,42 0,03 0,25 
BP1201 tcfA tracheal colonization factor precursor  0,71 0,17 0,32 1,15 0,45 0,60 1,62 0,09 0,34 
BP1204 BP1204 hypothetical protein  OFF na na 0,59 0,95 0,97 ON na na 
BP1207 BP1207 N-acyl-D-glutamate deacylase  ON na na ON na na 1,50 0,06 0,29 
BP1222 BP1222 short chain dehydrogenase  0,44 0,00 0,05 0,43 0,09 0,22 0,97 0,06 0,29 
BP1223 BP1223 hypothetical protein  0,74 0,79 0,89 OFF na na OFF na na 
BP1232 BP1232 50S ribosomal protein L31  1,34 0,40 0,56 0,74 0,09 0,23 0,55 0,12 0,36 
BP1237 lytB 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1238 BP1238 putative glutathione-S-transferase  0,73 0,29 0,44 0,74 0,16 0,32 1,01 0,83 0,92 
BP1241 BP1241 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP1243 BP1243 hypothetical protein  0,50 0,01 0,08 OFF na na OFF na na 
BP1245 BP1245 hypothetical protein  1,57 0,18 0,34 1,89 0,04 0,14 1,21 0,47 0,69 
BP1246 nusA transcription elongation factor NusA  1,72 0,00 0,03 1,31 0,45 0,60 0,76 0,26 0,51 
BP1247 infB translation initiation factor IF-2  2,25 0,00 0,03 0,87 0,49 0,64 0,39 0,05 0,27 
BP1250 typA GTP-binding elongation factor  0,84 0,21 0,36 0,89 0,33 0,50 1,06 0,74 0,85 
BP1251 BP1251 putative toxin  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1252 BP1252 hypothetical protein  0,60 0,94 0,97 OFF na na OFF na na 
BP1258 sdaA L-serine dehydratase 1  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1260 glnE glutamate-ammonia-ligase adenylyltransferase  ON na na ON na na 1,50 0,82 0,91 
BP1262 rho transcription termination factor Rho  1,48 0,01 0,07 0,95 0,64 0,78 0,64 0,01 0,17 
BP1263 trxA thioredoxin 1  0,60 0,12 0,25 1,51 0,26 0,44 2,53 0,04 0,26 
BP1264 parE DNA topoisomerase IV subunit B  0,67 0,94 0,97 1,82 0,31 0,48 2,72 0,43 0,66 
BP1266 parC DNA topoisomerase IV subunit A  2,38 0,91 0,96 3,05 0,28 0,45 1,28 0,50 0,71 
BP1274 livG high-affinity branched-chain amino acid transport  OFF na na OFF na na 
 
na na 
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BP1281 ugpB glycerol-3-phosphate-binding periplasmic protein precursor  0,15 0,00 0,04 0,29 0,01 0,07 1,89 0,15 0,40 
BP1299 BP1299 putative acetyltransferase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1300 BP1300 putative glutathione transferase  0,29 0,00 0,04 0,65 0,17 0,33 2,19 0,53 0,73 
BP1307 BP1307 putative bacterioferritin comigratory protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1315 BP1315 universal stress family protein  1,27 0,67 0,79 2,02 0,11 0,25 1,58 0,25 0,50 
BP1320 BP1320 hypothetical protein  0,97 0,03 0,11 0,76 0,40 0,56 0,78 0,34 0,59 
BP1324 malQ  pseudogene ON na na 
 
na na OFF na na 
BP1327 glgX probable glycosyl hydrolase  ON na na ON na na 3,52 0,05 0,26 
BP1340 BP1340 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP1355 BP1355 probable LacI-family transcriptional regulator  ON na na ON na na 5,81 0,01 0,17 
BP1357 leuC pseudogene  
 
na na ON na na ON na na 
BP1359 BP1359 putative mandelate racemase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1360 BP1360 putative ketopantoate reductase  0,94 0,62 0,74 0,63 0,71 0,82 0,67 0,92 0,96 
BP1364 BP1364 putative amino-acid ABC transporter  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1410 fliD flagellar hook-associated protein 2  ON na na ON na na 1,97 0,11 0,35 
BP1415 purF amidophosphoribosyltransferase  1,08 0,49 0,64 0,31 0,09 0,23 0,29 0,08 0,32 
BP1418 map methionine aminopeptidase  0,98 0,99 1,00 0,96 0,86 0,91 0,97 0,83 0,92 
BP1419 rpsB 30S ribosomal protein S2  2,03 0,01 0,06 1,01 0,90 0,93 0,50 0,05 0,26 
BP1420 tsf elongation factor Ts  0,37 0,01 0,06 0,65 0,08 0,20 1,76 0,10 0,34 
BP1421 pyrH uridylate kinase  1,25 0,34 0,50 2,19 0,00 0,01 1,75 0,03 0,25 
BP1422 frr ribosome releasing factor  1,01 0,92 0,96 2,70 0,02 0,12 2,67 0,04 0,26 
BP1425 dxr 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase  OFF na na 0,62 0,84 0,90 ON na na 
BP1427 BP1427 probable surface antigen  1,60 0,00 0,03 0,90 0,22 0,38 0,56 0,00 0,13 
BP1428 BP1428 putative outer membrane protein  1,34 0,25 0,41 0,98 0,82 0,89 0,73 0,23 0,49 
BP1429 lpxD UDP-3-O- 0,66 0,27 0,43 0,30 0,06 0,18 0,45 0,52 0,72 
BP1435 BP1435 hypothetical protein  1,19 0,49 0,64 1,71 0,00 0,02 1,43 0,11 0,35 
BP1436 ppsA phosphoenolpyruvate synthase  1,19 0,13 0,26 0,87 0,37 0,53 0,73 0,08 0,31 
BP1440 BP1440 hypothetical protein  0,79 0,41 0,57 0,64 0,14 0,30 0,81 0,64 0,79 
BP1445 BP1445 probable acyl-CoA dehydrogenase  0,43 0,10 0,22 0,76 0,36 0,53 1,74 0,92 0,96 
BP1446 BP1446 enoly-CoA hydratase  OFF na na 0,31 0,02 0,12 ON na na 
BP1452 carA carbamoyl-phosphate synthase small subunit  0,56 0,10 0,23 0,52 0,44 0,59 0,94 0,73 0,85 
BP1453 carB carbamoyl-phosphate synthase large subunit  0,51 0,06 0,16 0,35 0,01 0,08 0,69 0,39 0,63 
BP1456 BP1456 LysR-family transcriptional regulator  
 
na na ON na na ON na na 
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BP1462 aroC chorismate synthase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1465 moeA molybdopterin biosynthesis protein  0,42 0,21 0,36 OFF na na OFF na na 
BP1466 mobA molybdopterin-guanine dinucleotide biosynthesis protein A  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1467 BP1467 putative iron sulfur binding protein  0,45 0,36 0,53 0,25 0,02 0,10 0,55 0,65 0,80 
BP1480 BP1480 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1482 leuD isopropylmalate isomerase small subunit  2,10 0,06 0,16 OFF na na OFF na na 
BP1484 asd aspartate-semialdehyde dehydrogenase  0,41 0,04 0,12 0,74 0,09 0,23 1,78 0,13 0,37 
BP1485 BP1485 hypothetical protein  1,21 0,83 0,91 0,49 0,02 0,11 0,41 0,11 0,35 
BP1487 smoM putative periplasmic solute-binding protein  0,48 0,04 0,13 0,89 0,46 0,61 1,85 0,10 0,34 
BP1492 BP1492 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP1497 thrS threonyl-tRNA synthetase  1,43 0,02 0,09 0,38 0,05 0,16 0,27 0,02 0,23 
BP1498 infC translation initiation factor IF-3  1,96 0,03 0,10 1,61 0,06 0,17 0,82 0,28 0,53 
BP1499 gshB glutathione synthetase  1,22 0,09 0,21 1,36 0,23 0,40 1,11 0,70 0,84 
BP1502 ptsI phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1506 BP1506 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1519 fba fructose-bisphosphate aldolase  0,70 0,28 0,44 1,49 0,03 0,14 2,12 0,10 0,34 
BP1521 hemH p-ribosylaminoimidazole-succinocarboxamide synthase  OFF na na 0,32 0,14 0,30 ON na na 
BP1526 purE phosphoribosylaminoimidazole carboxylase catalytic subunit  1,74 0,59 0,71 1,61 0,45 0,60 0,92 1,00 1,00 
BP1531 BP1531 putative arginase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1535 BP1535 hypothetical protein  OFF na na 0,59 0,87 0,92 ON na na 
BP1537 gcdH glutaryl-CoA dehydrogenase  0,96 0,76 0,88 0,47 0,01 0,09 0,50 0,04 0,26 
BP1538 ilvG acetolactate synthase II large subunit  0,77 0,14 0,28 1,08 0,77 0,85 1,40 0,18 0,43 
BP1547 BP1547 hypothetical protein  2,41 0,02 0,10 8,12 0,00 0,02 3,38 0,10 0,34 
BP1549 dnaX DNA polymerase III subunits gamma and tau  0,57 0,59 0,72 1,70 0,23 0,40 3,00 0,26 0,52 
BP1550 BP1550 hypothetical protein  1,05 0,20 0,36 1,61 0,06 0,17 1,54 0,10 0,34 
BP1555 BP1555 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1561 BP1561 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1569 BP1569 putative lipoprotein  0,85 0,43 0,58 0,69 0,16 0,33 0,81 0,56 0,75 
BP1570 dapA dihydrodipicolinate synthase  0,55 0,00 0,05 1,17 0,40 0,56 2,13 0,18 0,43 
BP1573 glnH glutamine ABC transporter periplasmic-binding protein  0,34 0,02 0,08 0,59 0,16 0,32 1,72 0,36 0,61 
BP1575 glnQ glutamine ABC transporter ATP-binding component  1,24 0,63 0,76 0,55 0,05 0,16 0,45 0,07 0,30 
BP1577 rpoZ DNA-directed RNA polymerase omega subunit  1,01 0,92 0,96 0,72 0,72 0,82 0,71 0,73 0,85 
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BP1579 BP1579 putative cytochrome C  ON na na ON na na 0,85 0,09 0,34 
BP1583 amn AMP nucleosidase  0,42 0,32 0,49 1,30 0,12 0,28 3,08 0,02 0,22 
BP1590 BP1590 probable transcriptional regulator  OFF na na 1,71 0,05 0,16 ON na na 
BP1592 BP1592 hypothetical protein  ON na na ON na na 1,30 0,61 0,78 
BP1596 glnA glutamine synthetase  1,03 0,98 1,00 0,58 0,02 0,11 0,56 0,07 0,30 
BP1601 BP1601 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1605 BP1605 putative iron binding protein  0,24 0,04 0,13 OFF na na OFF na na 
BP1608 BP1608  pseudogene ON na na ON na na 3,27 0,15 0,40 
BP1613 BP1613 probable LysR-family transcriptional regulator  0,33 0,10 0,22 OFF na na OFF na na 
BP1616 dps putative DNA-binding protein  1,43 0,02 0,09 1,67 0,03 0,13 1,17 0,35 0,60 
BP1625 kpsE capsule polysaccharide export inner-membrane protein  ON na na ON na na 4,35 0,08 0,32 
BP1628 wza putative capsular polysaccharide export protein  ON na na ON na na 2,15 0,10 0,34 
BP1630 wbpP capsular polysaccharide biosynthesis protein  0,86 0,19 0,35 0,76 0,03 0,13 0,89 0,28 0,53 
BP1642 BP1642 pseudogene  ON na na ON na na 2,47 na na 
BP1664 gst glutathione S-transferase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1698 BP1698 hypothetical protein  0,88 0,45 0,61 1,62 0,02 0,10 1,83 0,19 0,44 
BP1706 BP1706 probable ATP-binding ABC transporter protein  OFF na na 2,29 0,14 0,30 ON na na 
BP1721 BP1721 putative peptidase  0,90 0,26 0,42 0,87 0,31 0,48 0,97 0,79 0,88 
BP1722 BP1722 hypothetical protein  0,43 0,08 0,20 OFF na na OFF na na 
BP1723 BP1723 hypothetical protein  1,11 0,27 0,43 3,46 0,00 0,01 3,12 0,00 0,13 
BP1728 BP1728 putative glutaredoxin  0,73 0,95 0,97 OFF na na OFF na na 
BP1730 BP1730 hypothetical protein  1,56 0,28 0,44 2,13 0,16 0,32 1,36 0,12 0,35 
BP1731 ugpQ cytoplasmic glycerophosphodiester phosphodiesterase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1732 ppiD peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D  1,08 0,58 0,71 0,24 0,01 0,07 0,22 0,00 0,17 
BP1744 BP1744 hypothetical protein  ON na na ON na na 2,01 0,27 0,53 
BP1751 dfp phosphopantothenoylcysteine synthase/decarboxylase  1,03 0,32 0,49 OFF na na OFF na na 
BP1753 ileS isoleucyl-tRNA synthetase  0,38 0,09 0,21 0,28 0,13 0,28 0,76 0,66 0,80 
BP1759 uvrD DNA helicase II  0,77 0,67 0,79 1,31 0,26 0,43 1,70 0,55 0,75 
BP1760 BP1760 hypothetical protein  ON na na ON na na 1,80 0,26 0,51 
BP1764 dapD tetrahydropyridine-2-carboxylate N-succinyltransferase  0,63 0,70 0,82 0,56 0,06 0,17 0,89 0,33 0,58 
BP1766 BP1766 hypothetical protein  3,80 0,00 0,05 2,59 0,02 0,10 0,68 0,03 0,25 
BP1770 cspA cold shock-like protein  0,53 0,13 0,26 OFF na na OFF na na 
BP1774 tig trigger factor  0,88 0,54 0,68 0,80 0,29 0,47 0,91 0,91 0,95 
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BP1775 clpP ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit  0,82 0,46 0,61 0,78 0,33 0,49 0,94 0,97 0,98 
BP1776 clpX ATP-dependent protease ATP-binding subunit  1,60 0,12 0,26 0,68 0,32 0,49 0,43 0,07 0,30 
BP1777 lon ATP-dependent protease La  1,10 0,88 0,94 0,53 0,02 0,11 0,49 0,07 0,30 
BP1779 BP1779 hypothetical protein  ON na na ON na na 3,33 0,01 0,17 
BP1787 BP1787  pseudogene 4,50 0,02 0,10 11,59 0,01 0,09 2,58 0,02 0,23 
BP1795 tyrB aspartate aminotransferase  0,52 0,05 0,15 0,67 0,27 0,44 1,28 0,78 0,88 
BP1799 iscS cysteine desulfurase  1,25 0,81 0,91 1,05 0,73 0,83 0,84 0,96 0,98 
BP1806 BP1806 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1817 ascD CDP-6-deoxy-delta-3,4-glucoseen reductase  1,05 0,73 0,85 0,32 0,13 0,29 0,31 0,03 0,25 
BP1818 dadA D-amino acid dehydrogenase small subunit  1,23 0,55 0,69 0,38 0,12 0,28 0,31 0,10 0,34 
BP1832 BP1832  pseudogene ON na na ON na na 1,04 0,91 0,95 
BP1836 alaS alanyl-tRNA synthetase  0,87 0,50 0,64 1,00 0,92 0,95 1,15 0,55 0,75 
BP1838 BP1838 hypothetical protein  0,85 0,21 0,36 1,10 0,86 0,91 1,30 0,44 0,67 
BP1839 rpsP 30S ribosomal protein S16  2,67 0,03 0,12 2,58 0,02 0,10 0,97 1,00 1,00 
BP1843 BP1843 hypothetical protein  OFF na na 0,31 0,00 0,05 ON na na 
BP1857 gdhA glutamate dehydrogenase  1,28 0,20 0,35 1,98 0,00 0,05 1,54 0,06 0,29 
BP1876 bvgR regulatory protein BvgR  0,93 0,65 0,77 0,60 0,75 0,84 0,64 0,88 0,95 
BP1877 bvgS virulence sensor protein  0,61 0,18 0,33 2,13 0,89 0,93 3,46 0,42 0,65 
BP1878 bvgA virulence factors transcription regulator  1,39 0,08 0,20 1,51 0,03 0,12 1,09 0,62 0,79 
BP1879 fhaB filamentous hemagglutinin/adhesin  1,83 0,01 0,06 1,15 0,53 0,68 0,63 0,04 0,26 
BP1882 fimC outer membrane usher protein precursor  3,78 0,01 0,08 2,02 0,10 0,24 0,53 0,58 0,76 
BP1883 fimD fimbrial adhesin  2,03 0,01 0,07 OFF na na OFF na na 
BP1884 fhaC hemolysin activator-like protein  4,07 0,02 0,10 3,34 0,05 0,16 0,82 0,61 0,78 
BP1887 BP1887 hypothetical protein  OFF na na 0,25 0,04 0,14 ON na na 
BP1895 oplaH 5-oxoprolinase  0,21 0,00 0,04 0,34 0,04 0,14 1,59 0,49 0,70 
BP1899 BP1899 putative transcriptional regulator  ON na na ON na na 3,08 0,02 0,22 
BP1900 BP1900 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP1902 suhB inositol-1-monophosphatase  1,05 0,94 0,97 1,24 0,65 0,78 1,18 0,68 0,83 
BP1907 BP1907 hypothetical protein  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP1910 accA acetyl-CoA carboxylase alpha subunit  1,20 0,61 0,74 1,31 0,26 0,43 1,09 0,61 0,78 
BP1913 ask aspartate kinase  0,71 0,40 0,56 1,06 0,62 0,77 1,49 0,92 0,96 
BP1926 BP1926 putative extracellular solute-binding protein  ON na na ON na na 3,92 0,09 0,34 
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BP1954 BP1954 putative monooxygenase  ON na na ON na na 1,66 0,60 0,78 
BP1960 BP1960  pseudogene ON na na ON na na 2,19 0,11 0,35 
BP1976 gabD succinate-semialdehyde dehydrogenase  1,89 0,22 0,38 1,15 0,22 0,39 0,61 0,36 0,61 
BP1980 BP1980 probable ATP-dependent DNA helicase  ON na na ON na na 1,06 0,76 0,87 
BP1983 BP1983 putative extracellular solute-binding protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP2004 BP2004 putative response regulator  ON na na ON na na 1,30 0,12 0,36 
BP2010 efp elongation factor P  1,69 0,09 0,22 0,71 0,99 0,99 0,42 0,31 0,56 
BP2012 BP2012 hypothetical protein  1,07 0,79 0,89 OFF na na OFF na na 
BP2014 acnA aconitate hydratase  1,54 0,01 0,06 1,78 0,01 0,10 1,15 0,42 0,65 
BP2021 acnB aconitate hydratase  2,23 0,01 0,07 1,12 0,87 0,92 0,50 0,08 0,32 
BP2041 proA gamma-glutamyl phosphate reductase  OFF na na 0,75 0,42 0,57 ON na na 
BP2043 BP2043 putative lipoprotein  1,92 0,01 0,07 2,09 0,00 0,05 1,09 0,21 0,47 
BP2044 leuS leucyl-tRNA synthetase  0,45 0,00 0,02 0,36 0,05 0,16 0,81 0,47 0,68 
BP2047 bph2 DNA-binding protein Bph2  2,75 0,56 0,69 OFF na na OFF na na 
BP2059 BP2059 beta-ketothiolase  0,60 0,22 0,38 0,81 0,27 0,44 1,35 0,41 0,64 
BP2067 BP2067 putative superoxide dismutase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2068 BP2068 hypothetical protein  0,32 0,05 0,14 0,38 0,03 0,13 1,18 0,67 0,82 
BP2072 BP2072 putative lipoprotein  0,80 0,27 0,43 0,94 0,71 0,82 1,18 0,36 0,61 
BP2081 uvrC putative excinuclease ABC subunit C  ON na na ON na na 1,21 0,47 0,69 
BP2084 BP2084 hypothetical protein  OFF na na 2,00 0,10 0,23 ON na na 
BP2091 BP2091 putative dioxygenase hydroxylase component  ON na na ON na na 0,94 0,24 0,50 
BP2110 BP2110 putative exodeoxyribonuclease III  OFF na na 0,68 0,80 0,88 ON na na 
BP2120 gor glutathione reductase  0,48 0,01 0,07 0,77 0,10 0,24 1,61 0,74 0,85 
BP2147 BP2147 hypothetical protein  OFF na na 0,63 0,96 0,98 ON na na 
BP2156 BP2156 hypothetical protein  0,95 0,83 0,91 OFF na na OFF na na 
BP2164 BP2164 putative 8-amino-7-oxononanoate synthase  ON na na ON na na 1,05 0,42 0,65 
BP2178 BP2178 putative ABC transporter, ATP-binding subunit  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2184 rpoD RNA polymerase sigma factor  1,32 0,49 0,64 0,80 0,53 0,68 0,60 0,22 0,48 
BP2187 BP2187 putative transferase  1,82 0,07 0,17 2,69 0,04 0,16 1,48 0,37 0,63 
BP2188 purA adenylosuccinate synthetase  0,91 0,42 0,58 0,34 0,00 0,05 0,37 0,01 0,20 
BP2189 BP2189 ATP phosphoribosyltransferase regulatory subunit  0,69 0,23 0,39 0,55 0,01 0,09 0,79 0,65 0,80 
BP2191 hflK hypothetical protein  0,51 0,07 0,18 1,32 0,84 0,90 2,61 0,18 0,43 
BP2193 hfq RNA-binding protein Hfq  2,03 0,08 0,20 1,70 0,00 0,02 0,84 0,71 0,84 
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BP2194 his1 histidinol-phosphate aminotransferase  0,84 0,55 0,69 0,49 0,35 0,52 0,59 0,79 0,89 
BP2195 BP2195 GTP-binding protein EngA  1,53 0,99 1,00 2,18 0,63 0,77 1,42 0,58 0,76 
BP2196 BP2196 putative quinoprotein  1,01 0,82 0,91 0,64 0,04 0,15 0,63 0,32 0,57 
BP2197 BP2197 hypothetical protein  2,94 0,25 0,42 2,85 0,29 0,46 0,97 0,39 0,63 
BP2198 hisS histidyl-tRNA synthetase  0,71 0,12 0,26 0,87 0,41 0,57 1,23 0,46 0,68 
BP2199 ispG 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase  0,48 0,04 0,13 OFF na na OFF na na 
BP2202 ndk nucleoside diphosphate kinase  0,30 0,01 0,07 2,22 0,00 0,05 7,42 0,00 0,13 
BP2203 valS valyl-tRNA synthetase  0,53 0,53 0,67 1,94 0,30 0,47 3,70 0,25 0,50 
BP2219 BP2219 putative cell surface protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2261 bcrD putative type III secretion pore protein  ON na na ON na na 2,34 0,12 0,35 
BP2267 greA transcription elongation factor  0,48 0,04 0,13 OFF na na OFF na na 
BP2271 BP2271 putative regulatory lipoprotein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2283 qor quinone oxidoreductase  1,16 0,85 0,92 1,59 0,30 0,47 1,37 0,51 0,71 
BP2286 BP2286 putative transcriptional regulator (MarR family)  ON na na ON na na 1,70 0,39 0,63 
BP2291 BP2291 tartrate dehydrogenase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2293 BP2293 putative solute-binding transport protein (periplasmic)  0,88 0,45 0,61 OFF na na OFF na na 
BP2301 BP2301 N-carbamoyl-L-amino acid amidohydrolase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2308 BP2308 hypothetical protein  1,04 0,08 0,20 1,73 0,00 0,05 1,66 0,60 0,78 
BP2309 purD phosphoribosylamine--glycine ligase  0,23 0,01 0,07 OFF na na OFF na na 
BP2310 hemF coproporphyrinogen III oxidase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2312 BP2312 hypothetical protein  1,14 0,86 0,92 OFF na na OFF na na 
BP2315 vag8 autotransporter  2,56 0,01 0,05 0,92 0,71 0,82 0,36 0,01 0,17 
BP2334 BP2334 putative ATP-dependent helicase  ON na na ON na na 3,01 0,26 0,52 
BP2335 argA N-acetylglutamate synthase  1,42 0,15 0,29 0,70 0,96 0,97 0,49 0,39 0,63 
BP2336 BP2336 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2356 BP2356  pseudogene ON na na 
 
na na OFF na na 
BP2358 gltA citrate synthase  0,83 0,18 0,34 1,01 0,87 0,92 1,21 0,02 0,22 
BP2360 sdhB succinate dehydrogenase catalytic subunit  2,20 0,00 0,04 1,09 0,84 0,90 0,50 0,11 0,35 
BP2361 sdhA succinate dehydrogenase  1,55 0,09 0,21 1,37 0,01 0,10 0,88 0,64 0,80 
BP2365 mdH malate dehydrogenase  0,69 0,30 0,46 1,21 0,51 0,67 1,75 0,24 0,50 
BP2379 BP2379 putative chaperonin  0,51 0,02 0,10 0,83 0,80 0,88 1,61 0,14 0,38 
BP2380 BP2380 putative periplasmic protein  ON na na ON na na 2,62 0,16 0,40 





Locus Gen Proteína 3 h p.i. vs control  48 h p.i. vs control 48 h p.i. vs 3 h p.i. 












BP2387 BP2387 hypothetical protein  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP2388 kdsA 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase  0,81 0,45 0,60 0,34 0,02 0,12 0,42 0,50 0,71 
BP2391 BP2391 putative aminopeptidase  0,32 0,07 0,19 0,50 0,39 0,56 1,54 0,10 0,34 
BP2393 BP2393 probable D-aminopeptidase  OFF na na 0,94 0,70 0,82 ON na na 
BP2396 BP2396 putative transport periplasmic protein 1,79 0,18 0,34 OFF na na OFF na na 
BP2397 BP2397 putative ABC transporter ATP-binding subunit 1,07 0,94 0,97 0,29 0,01 0,09 0,27 0,02 0,25 
BP2399 BP2399 putative transcriptional regulator  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2400 BP2400 putative coenzyme A transferase subunit  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2401 BP2401  pseudogene ON na na ON na na 1,59 0,33 0,58 
BP2402 BP2402 hypothetical protein  OFF na na 2,47 0,11 0,26 ON na na 
BP2403 BP2403 putative ubiquinone oxidoreductase  0,24 0,01 0,06 0,96 0,74 0,83 3,95 0,06 0,29 
BP2412 prpE  pseudogene ON na na ON na na 1,72 0,07 0,29 
BP2418 BP2418 putative ABC transport protein 2,41 0,02 0,10 6,93 0,00 0,01 2,88 0,10 0,34 
BP2421 pepA cytosol aminopeptidase  0,78 0,44 0,60 1,16 0,41 0,57 1,49 0,22 0,48 
BP2432 lep signal peptidase I  
 
na na ON na na ON na na 
BP2433 lepA GTP-binding protein LepA  0,39 0,04 0,13 OFF na na OFF na na 
BP2434 mucD serine protease  1,61 0,03 0,10 1,76 0,05 0,16 1,09 0,77 0,87 
BP2435 mucB putative sigma factor regulatory protein  0,82 0,39 0,55 1,21 0,37 0,53 1,48 0,22 0,48 
BP2436 BP2436 hypothetical protein  1,40 0,40 0,56 OFF na na OFF na na 
BP2439 fabF 3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase  0,51 0,13 0,27 1,07 0,85 0,91 2,13 0,14 0,38 
BP2440 acpP acyl carrier protein  0,50 0,11 0,24 0,86 0,45 0,60 1,71 0,24 0,50 
BP2441 fabG 3-ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase  0,60 0,06 0,15 0,92 0,52 0,67 1,52 0,07 0,31 
BP2442 fabD acyl-carrier-protein S-malonyltransferase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2443 fabH 3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase  0,44 0,11 0,24 0,51 0,30 0,47 1,15 0,61 0,78 
BP2447 maf Maf-like protein  OFF na na 0,94 0,37 0,53 ON na na 
BP2470 BP2470 seryl-tRNA synthetase  0,47 0,11 0,24 0,22 0,00 0,05 0,46 0,73 0,85 
BP2471 BP2471 hypothetical protein  1,39 0,82 0,91 0,40 0,03 0,12 0,29 0,41 0,64 
BP2472 BP2472 outer-membrane lipoprotein carrier protein precursor  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2474 trxB thioredoxin reductase  1,03 0,73 0,85 1,08 0,32 0,49 1,04 0,63 0,79 
BP2481 kdpB potassium-transporting ATPase B chain  2,19 0,03 0,10 6,68 0,00 0,05 3,05 0,05 0,26 
BP2488 icd isocitrate dehydrogenase  0,27 0,00 0,03 0,79 0,16 0,32 2,87 0,04 0,26 
BP2497 BP2497 putative zinc protease  0,65 0,08 0,20 0,69 0,03 0,12 1,05 0,75 0,86 
BP2498 dnaJ molecular chaperone  1,63 0,05 0,15 0,71 0,24 0,40 0,43 0,05 0,27 
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BP2499 dnaK molecular chaperone DnaK  1,02 0,60 0,73 1,16 0,02 0,11 1,14 0,01 0,17 
BP2501 BP2501 putative GrpE chaperone  1,37 0,47 0,62 1,17 0,80 0,88 0,85 0,71 0,85 
BP2505 ppnK inorganic polyphosphate/ATP-NAD kinase  0,41 0,13 0,26 0,65 0,88 0,92 1,59 0,27 0,53 
BP2506 BP2506 DNA repair protein  OFF na na 8,10 0,06 0,18 ON na na 
BP2507 fur ferric ion uptake regulator  1,16 0,82 0,91 1,08 0,94 0,96 0,93 0,89 0,95 
BP2508 omlA outer membrane lipoprotein  0,61 0,15 0,30 0,78 0,28 0,45 1,28 0,49 0,70 
BP2533 ppa inorganic pyrophosphatase  0,72 0,07 0,19 2,14 0,01 0,06 2,97 0,00 0,17 
BP2537 HemC porphobilinogen deaminase  0,36 0,11 0,24 0,99 0,96 0,98 2,76 0,13 0,37 
BP2540 sucD succinyl-CoA synthetase alpha subunit  0,58 0,04 0,12 1,17 0,28 0,45 2,02 0,03 0,25 
BP2541 sucC succinyl-CoA synthetase subunit beta  0,69 0,20 0,35 1,10 0,27 0,44 1,60 0,13 0,37 
BP2543 metE methyltransferase  0,90 0,55 0,69 1,23 0,05 0,16 1,36 0,22 0,48 
BP2546 recA recombinase A  1,52 0,03 0,10 1,19 0,37 0,53 0,78 0,16 0,41 
BP2561 BP2561 recombination associated protein  1,52 0,02 0,10 OFF na na OFF na na 
BP2562 pyrB aspartate carbamoyltransferase  2,04 0,02 0,08 1,28 0,64 0,78 0,63 0,19 0,44 
BP2564 BP2564 putative lipoprotein  1,20 0,17 0,32 2,81 0,00 0,05 2,34 0,27 0,53 
BP2571 BP2571 putative transcriptional regulatory protein  1,64 0,27 0,43 1,49 0,06 0,17 0,91 0,95 0,97 
BP2572 ihfA integration host factor alpha subunit  0,52 0,59 0,72 OFF na na OFF na na 
BP2574 pheS phenylalanyl-tRNA synthetase alpha subunit  2,45 0,03 0,11 1,41 0,15 0,32 0,57 0,17 0,42 
BP2578 dut deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase  0,68 0,86 0,92 0,92 0,19 0,35 1,36 0,12 0,35 
BP2616 BP2616 ABC transport protein, periplasmic component  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2624 guaA GMP synthase/glutamine amidotransferase protein  1,33 0,01 0,08 0,40 0,05 0,17 0,30 0,01 0,22 
BP2625 guaB inosine-5'-monophosphate dehydrogenase  2,04 0,00 0,04 0,99 0,88 0,92 0,49 0,01 0,20 
BP2634 dadA  pseudogene 0,67 0,11 0,25 0,25 0,01 0,06 0,38 0,16 0,41 
BP2652 BP2652 hypothetical protein  OFF na na 0,38 0,44 0,59 ON na na 
BP2661 BP2661 hypothetical protein  1,43 0,11 0,24 2,33 0,04 0,16 1,63 0,23 0,49 
BP2667 fhaS adhesin  1,07 0,77 0,88 1,26 0,97 0,98 1,17 0,85 0,93 
BP2668 purL phosphoribosylformylglycinamidine synthase  0,34 0,06 0,16 0,40 0,06 0,17 1,20 0,67 0,82 
BP2671 BP2671 hypothetical protein  OFF na na 1,13 0,26 0,43 ON na na 
BP2675 paaK phenylacetate-coenzyme A ligase  0,86 0,38 0,55 0,46 0,14 0,30 0,54 0,15 0,40 
BP2687 BP2687 oligoribonuclease  0,57 0,04 0,13 1,01 0,60 0,75 1,77 0,18 0,43 
BP2700 nadE NAD(+) synthase  OFF na na 1,08 0,27 0,44 ON na na 
BP2702 argH argininosuccinate lyase  0,53 0,39 0,55 OFF na na OFF na na 
BP2706 moaA molybdenum cofactor biosynthesis protein A  ON na na 
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BP2707 moeA molybdopterin cofactor biosynthesis protein  OFF na na 0,72 0,91 0,95 ON na na 
BP2710 moaD molybdopterin converting factor  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2726 BP2726 putative oxidoreductase  1,03 0,83 0,91 0,55 0,45 0,60 0,53 0,35 0,60 
BP2735 BP2735 hypothetical protein  0,37 0,01 0,05 0,58 0,03 0,13 1,55 0,11 0,35 
BP2743 BP2743 putative ABC transport protein, ATP-binding component  1,54 0,01 0,08 1,15 0,21 0,38 0,75 0,10 0,34 
BP2745 BP2745 putative ABC transport protein, ATP-binding component  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2747 BP2747 putative ABC transport solute-binding protein  0,22 0,00 0,04 0,60 0,09 0,23 2,72 0,05 0,26 
BP2749 putA bifunctional proline oxidoreductase/transcriptional repressor  0,36 0,02 0,08 0,25 0,07 0,19 0,68 0,93 0,96 
BP2750 BP2750 lipoprotein  0,83 0,11 0,24 0,98 0,79 0,87 1,17 0,26 0,52 
BP2753 clpA ATP-dependent clp protease ATP-binding  0,59 0,15 0,30 0,82 0,35 0,52 1,40 0,33 0,58 
BP2755 BP2755 hypothetical protein  0,85 0,26 0,43 0,47 0,14 0,29 0,56 0,20 0,44 
BP2757 BP2757 putative cold-shock protein  0,55 0,58 0,71 1,53 0,16 0,32 2,76 0,13 0,37 
BP2759 BP2759 acetyl-CoA acetyltransferase  0,65 0,79 0,89 0,44 0,30 0,47 0,67 0,54 0,74 
BP2761 sodB superoxide dismutase  0,13 0,01 0,06 0,37 0,01 0,10 2,87 0,07 0,30 
BP2762 xseA exodeoxyribonuclease VII large subunit  ON na na ON na na 4,09 0,05 0,27 
BP2767 BP2767 hypothetical protein  1,37 0,25 0,41 OFF na na OFF na na 
BP2769 adK adenylate kinase  0,79 0,39 0,55 OFF na na OFF na na 
BP2770 BP2770 probable short-chain dehydrogenase  1,02 1,00 1,00 1,09 0,87 0,92 1,07 0,89 0,95 
BP2783 thrC threonine synthase  0,24 0,01 0,06 0,15 0,00 0,04 0,65 0,90 0,95 
BP2784 BP2784 homoserine dehydrogenase  0,35 0,02 0,09 0,39 0,18 0,35 1,10 0,40 0,64 
BP2785 BP2785 hypothetical protein  0,87 0,00 0,04 0,40 0,00 0,05 0,47 0,01 0,17 
BP2788 BP2788 hypothetical protein  0,82 0,46 0,62 0,64 0,04 0,15 0,79 0,59 0,77 
BP2791 dnaB replicative DNA helicase  0,93 0,12 0,26 1,30 0,62 0,77 1,39 0,70 0,84 
BP2793 rplI 50S ribosomal protein L9  2,55 0,00 0,02 0,70 0,07 0,19 0,27 0,00 0,13 
BP2796 rpsF 30S ribosomal protein S6  2,01 0,00 0,04 1,30 0,27 0,44 0,65 0,07 0,30 
BP2797 BP2797 hypothetical protein  1,49 0,28 0,44 1,62 0,01 0,08 1,08 0,24 0,50 
BP2800 xseB exodeoxyribonuclease VII small subunit  1,66 0,09 0,21 2,59 0,02 0,10 1,56 0,02 0,23 
BP2815 BP2815 hypothetical protein  0,44 0,01 0,08 0,26 0,00 0,05 0,60 0,16 0,41 
BP2818 BP2818 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2850 panB 3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase  0,44 0,17 0,32 0,81 0,21 0,37 1,83 0,19 0,44 
BP2865 BP2865 hypothetical protein  1,43 0,11 0,24 1,08 0,01 0,08 0,76 0,56 0,75 
BP2889 BP2889 putative c'cytochrome  0,55 0,28 0,44 OFF na na OFF na na 
BP2890 purB adenylosuccinate lyase  1,15 0,14 0,28 0,77 0,23 0,40 0,67 0,12 0,36 
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BP2893 trmU tRNA methyltransferase  0,74 0,35 0,51 OFF na na OFF na na 
BP2903 glcF glycolate oxidase iron-sulfur subunit  
 
na na ON na na ON na na 
BP2905 glcD glycolate oxidase subunit  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2908 aroG 3-deoxy-7-phosphoheptulonate synthase  0,72 0,09 0,21 1,31 0,06 0,17 1,81 0,01 0,22 
BP2909 BP2909 hypothetical protein  0,79 0,34 0,50 0,62 0,21 0,37 0,79 0,56 0,75 
BP2911 bph3 putative DNA-binding protein (histone)  1,77 0,04 0,12 1,65 0,12 0,28 0,93 0,73 0,85 
BP2918 BP2918 hypothetical protein  0,25 0,02 0,09 0,89 0,56 0,70 3,51 0,07 0,30 
BP2924 BP2924 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2927 BP2927 putative integral membrane protein  3,43 0,14 0,28 OFF na na OFF na na 
BP2936 BP2936 hypothetical protein  1,44 0,02 0,09 1,27 0,15 0,30 0,88 0,29 0,53 
BP2937 BP2937 hypothetical protein  1,31 0,25 0,41 2,87 0,06 0,17 2,19 0,51 0,72 
BP2948 BP2948 putative riboflavin-specific deaminase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP2951 nrdR hypothetical protein  0,33 0,00 0,03 0,47 0,19 0,35 1,41 0,04 0,26 
BP2952 glyA serine hydroxymethyltransferase  0,94 0,63 0,75 1,05 0,56 0,70 1,12 0,41 0,64 
BP2953 BP2953 hypothetical protein  0,19 0,14 0,28 0,57 0,40 0,56 3,05 0,05 0,26 
BP2954 tyrS tyrosyl-tRNA synthetase  0,69 0,19 0,34 1,02 0,98 0,98 1,48 0,22 0,48 
BP2958 BP2958 hypothetical protein  1,67 0,03 0,10 OFF na na OFF na na 
BP2959 BP2959 putative integral membrane protein  0,73 0,48 0,63 1,13 0,02 0,11 1,56 0,16 0,40 
BP2960 argC N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase  1,19 0,58 0,71 1,86 0,01 0,08 1,56 0,13 0,37 
BP2961 rpsI 30S ribosomal protein S9  3,15 0,00 0,04 2,48 0,02 0,11 0,79 0,36 0,61 
BP2963 BP2963 putative exported solute binding protein  0,22 0,01 0,06 0,83 0,39 0,56 3,78 0,02 0,25 
BP2964 BP2964 hypothetical protein  1,13 0,80 0,90 1,10 0,74 0,83 0,97 1,00 1,00 
BP2971 BP2971 putative hydrolase  ON na na ON na na 3,23 0,23 0,49 
BP2977 BP2977 hypothetical protein  0,79 0,56 0,70 1,25 0,18 0,34 1,58 0,01 0,22 
BP2978 gltX glutamyl-tRNA synthetase  0,23 0,05 0,14 0,19 0,00 0,05 0,85 0,89 0,95 
BP2983 nrdA ribonucleotide-diphosphate reductase alpha subunit  1,88 0,02 0,08 0,77 0,44 0,59 0,41 0,10 0,34 
BP2985 bpH1 histone protein  1,03 0,91 0,96 0,50 0,80 0,88 0,49 0,69 0,84 
BP2992 pcp putative lipoprotein  0,61 0,09 0,22 0,82 0,13 0,29 1,34 0,26 0,51 
BP2993 BP2993 putative carbohydrate kinase  0,26 0,09 0,22 0,32 0,10 0,23 1,24 0,74 0,85 
BP2996 fabG acetyl-CoA carboxylase  1,09 0,70 0,82 1,14 0,34 0,50 1,05 0,58 0,76 
BP2997 fabE acetyl-CoA carboxylase  1,35 0,27 0,43 OFF na na OFF na na 
BP2998 aroQ 3-dehydroquinate dehydratase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
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BP3012 BP3012 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3014 secA translocase  1,78 0,01 0,05 1,06 0,68 0,81 0,60 0,03 0,25 
BP3018 ftsZ cell division protein FtsZ  0,97 0,73 0,85 OFF na na OFF na na 
BP3019 ftsA cell division protein FtsA  0,13 0,02 0,08 0,67 0,09 0,23 5,07 0,05 0,27 
BP3023 murG N-acetylglucosaminyl transferase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3025 murD UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate synthetase  0,52 0,09 0,22 OFF na na OFF na na 
BP3028 ftsI peptidoglycan synthetase precursor  
 
na na ON na na ON na na 
BP3030 mraW S-adenosyl-methyltransferase MraW  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3031 mraZ hypothetical protein  1,12 0,93 0,96 OFF na na OFF na na 
BP3034 BP3034 putative ABC transporter ATP-binding protein  2,56 0,19 0,34 OFF na na OFF na na 
BP3035 pyrC dihydroorotase  0,43 0,20 0,36 OFF na na OFF na na 
BP3036 BP3036 putative hydrolase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3037 BP3037 hypothetical protein  0,73 0,35 0,52 1,17 0,94 0,96 1,62 0,47 0,69 
BP3040 bllY putative hemolysin  1,13 0,97 0,99 1,65 0,30 0,47 1,46 0,39 0,63 
BP3043 ilvD dihydroxy-acid dehydratase  ON na na ON na na 1,88 0,46 0,68 
BP3048 BP3048 hypothetical protein  OFF na na 0,94 0,16 0,32 ON na na 
BP3066 BP3066 putative methylenetetrahydrofolate reductase  0,75 0,20 0,35 OFF na na OFF na na 
BP3068 acyH S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase  1,00 0,94 0,97 1,38 0,01 0,06 1,38 0,02 0,23 
BP3071 metK S-adenosylmethionine synthetase  0,67 0,15 0,29 1,19 0,41 0,57 1,78 0,11 0,35 
BP3075 BP3075 hypothetical protein  0,43 0,01 0,08 0,86 0,53 0,68 2,01 0,07 0,30 
BP3083 BP3083 putative regulatory protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3084 BP3084 hypothetical protein  1,53 0,15 0,29 0,51 0,06 0,18 0,33 0,03 0,25 
BP3087 hslU ATP-dependent protease ATP-binding subunit  1,58 0,07 0,18 0,31 0,06 0,17 0,20 0,00 0,17 
BP3109 BP3109 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP3116 BP3116 putative modification methylase  1,28 0,85 0,92 0,75 0,63 0,77 0,59 0,93 0,96 
BP3117 BP3117 putative restriction endonuclease  1,25 0,14 0,29 1,36 0,10 0,23 1,09 0,76 0,86 
BP3121 BP3121 hypothetical protein  0,54 0,07 0,18 0,34 0,02 0,10 0,63 0,29 0,53 
BP3124 rplY 50S ribosomal protein L25  1,81 0,07 0,19 1,38 0,16 0,32 0,76 0,38 0,63 
BP3125 prsA ribose-phosphate pyrophosphokinase  1,03 0,95 0,98 0,69 0,32 0,49 0,66 0,38 0,63 
BP3127 BP3127 outer membrane lipoprotein LolB precursor  1,70 0,13 0,26 OFF na na OFF na na 
BP3128 BP3128 hypothetical protein  1,08 0,95 0,97 0,53 0,03 0,12 0,49 0,17 0,41 
BP3130 BP3130 putative cyclase  0,34 0,02 0,10 0,97 0,70 0,82 2,84 0,47 0,69 
BP3134 hmgA homogentisate 1,2-dioxygenase  0,63 0,84 0,91 1,48 0,41 0,57 2,34 0,47 0,69 
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BP3136 BP3136 putative sulfatase  0,60 0,99 1,00 2,98 0,03 0,13 4,95 0,00 0,17 
BP3150 wbpO polysaccharide biosynthesis protein  1,51 0,00 0,04 1,39 0,22 0,39 0,92 0,59 0,77 
BP3158 mmsA pseudogene ON na na ON na na 0,71 0,73 0,85 
BP3183 BP3183 pseudogene  5,72 0,13 0,26 7,07 0,03 0,14 1,24 0,59 0,77 
BP3202 BP3202 hypothetical protein  ON na na ON na na 1,00 0,88 0,95 
BP3213 gloB probable hydroxyacylglutathione hydrolase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3215 fabI enoyl-(acyl carrier protein) reductase  1,02 0,99 1,00 1,12 0,66 0,79 1,10 0,73 0,85 
BP3218 BP3218 hypothetical protein  0,77 0,35 0,51 0,69 0,02 0,10 0,90 0,87 0,95 
BP3222 ompR two component response regulator  OFF na na 0,67 0,94 0,96 ON na na 
BP3226 glnS glutaminyl-tRNA synthetase  0,92 0,82 0,91 1,59 0,73 0,83 1,72 0,65 0,80 
BP3228 minD putative septum site-determining protein  1,52 0,00 0,03 0,95 0,62 0,77 0,62 0,28 0,53 
BP3229 minE putative cell division topological specificity factor  0,54 0,43 0,58 1,66 0,07 0,20 3,05 0,05 0,26 
BP3233 BP3233  pseudogene ON na na ON na na 0,48 0,19 0,43 
BP3237 BP3237 putative binding-protein-dependent transport protein OFF na na 0,36 0,20 0,37 ON na na 
BP3240 uvrA2 putative excinuclease ABC subunit  1,28 0,58 0,71 3,73 0,15 0,31 2,91 0,24 0,50 
BP3254 BP3254 formyltetrahydrofolate deformylase  0,61 0,01 0,08 OFF na na OFF na na 
BP3261 trpC indole-3-glycerol phosphate synthase  OFF na na 0,50 0,42 0,57 ON na na 
BP3262 trpD anthranilate phosphoribosyltransferase  1,23 0,98 1,00 1,44 0,40 0,56 1,17 0,65 0,80 
BP3264 trpE anthranilate synthase component I  0,22 0,00 0,04 0,65 0,21 0,38 3,03 0,33 0,58 
BP3267 BP3267 hypothetical protein  0,35 0,00 0,04 OFF na na OFF na na 
BP3276 BP3276 hypothetical protein  0,18 0,00 0,04 0,41 0,08 0,22 2,23 0,09 0,34 
BP3284 atpF ATP synthase B chain  1,01 0,93 0,96 0,50 0,41 0,57 0,50 0,50 0,71 
BP3285 atpH ATP synthase subunit D  2,24 0,01 0,06 2,89 0,00 0,02 1,29 0,16 0,40 
BP3286 atpA ATP synthase subunit A  1,51 0,01 0,06 1,77 0,00 0,03 1,17 0,19 0,44 
BP3287 atpG ATP synthase subunit C  1,70 0,04 0,13 0,48 0,06 0,17 0,28 0,03 0,25 
BP3288 atpD ATP synthase subunit B  1,56 0,02 0,08 1,42 0,00 0,05 0,91 0,49 0,70 
BP3291 hemE uroporphyrinogen decarboxylase  0,73 0,70 0,82 OFF na na OFF na na 
BP3292 BP3292 putative primosomal protein  1,47 0,33 0,50 4,42 0,03 0,13 3,01 0,11 0,35 
BP3295 BP3295 putative peptidase  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP3302 BP3302 hypothetical protein  0,48 0,04 0,13 0,76 0,40 0,56 1,56 0,16 0,40 
BP3317 BP3317 putative enoyl-CoA hydratase/isomerase  ON na na ON na na 2,80 0,05 0,27 
BP3320 BP3320 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
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BP3322 BP3322 putative binding-protein-dependent transport protein  ON na na ON na na 3,49 0,16 0,40 
BP3329 BP3329 putative outer membrane (permeability) protein  1,03 0,98 1,00 1,22 0,35 0,52 1,19 0,49 0,70 
BP3330 BP3330 putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase  0,47 0,15 0,30 0,52 0,03 0,13 1,10 0,62 0,78 
BP3331 ksgA dimethyladenosine transferase  0,31 0,08 0,19 0,49 0,38 0,55 1,56 0,16 0,40 
BP3333 pykA pyruvate kinase  0,80 0,34 0,51 0,67 0,12 0,28 0,85 0,69 0,84 
BP3341 BP3341 putative periplasmic protein  1,07 0,84 0,92 0,74 0,09 0,22 0,69 0,18 0,43 
BP3342 BP3342 putative peptidoglycan-associated lipoprotein  0,24 0,01 0,07 0,19 0,00 0,03 0,80 0,63 0,79 
BP3343 BP3343 translocation protein TolB precursor  1,14 0,38 0,55 1,12 0,53 0,67 0,98 0,90 0,95 
BP3344 BP3344 Proline-rich inner membrane protein  OFF na na 1,71 0,05 0,16 ON na na 
BP3345 BP3345 putative TolR-like translocation protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3346 BP3346 putative TolQ-like translocation protein  0,98 0,51 0,65 1,44 0,17 0,33 1,47 0,61 0,78 
BP3348 proS prolyl-tRNA synthetase  0,91 0,60 0,72 0,78 0,20 0,37 0,86 0,63 0,79 
BP3366 BP3366 putative phage tail protein  12,28 0,05 0,14 12,55 0,04 0,16 1,02 0,93 0,96 
BP3398 ilvE branched-chain amino acid aminotransferase  0,31 0,03 0,10 0,70 0,19 0,35 2,29 0,40 0,64 
BP3402 BP3402 hypothetical protein  2,75 0,03 0,12 OFF na na OFF na na 
BP3403 BP3403 putative UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3405 ompQ outer membrane porin protein OmpQ  1,15 0,57 0,71 1,84 0,01 0,08 1,60 0,09 0,33 
BP3415 fis DNA-binding protein  0,52 0,34 0,51 OFF na na OFF na na 
BP3416 purH bifunctional purine biosynthesis protein  0,55 0,01 0,07 0,42 0,00 0,05 0,78 0,23 0,49 
BP3419 BP3419 hypothetical protein  1,63 0,28 0,44 2,68 0,07 0,20 1,64 0,39 0,63 
BP3420 BP3420 serine/threonine dehydratase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3421 ruvB Holliday junction DNA helicase RuvB  1,07 0,79 0,89 OFF na na OFF na na 
BP3425 BP3425 putative carbonic anhydrase  0,17 0,00 0,04 0,39 0,05 0,16 2,23 0,08 0,31 
BP3441 BP3441 hypothetical protein  2,88 0,02 0,08 1,18 0,17 0,33 0,41 0,03 0,25 
BP3442 pyrD dihydroorotate dehydrogenase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3460 BP3460 ABC transporter ATP-binding protein  1,50 0,38 0,55 0,93 0,25 0,42 0,62 0,99 0,99 
BP3462 BP3462 hypothetical protein  ON na na ON na na 2,41 0,17 0,42 
BP3467 BP3467 hypothetical protein  1,00 0,68 0,80 1,00 0,92 0,95 1,00 0,74 0,85 
BP3471 coaD phosphopantetheine adenylyltransferase  1,19 0,78 0,89 0,83 0,44 0,59 0,70 0,42 0,65 
BP3481 BP3481 hypothetical protein  0,30 0,03 0,12 OFF na na OFF na na 
BP3484 ribB 3,4-dihydroxy-2-butanone 4-phosphate synthase  0,88 0,50 0,65 OFF na na OFF na na 
BP3485 ribH riboflavin synthase subunit beta  0,88 0,11 0,24 1,04 0,99 0,99 1,18 0,42 0,65 
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BP3491 ndh putative NADH dehydrogenase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3494 brkA serum resistance protein  2,13 0,00 0,05 1,00 0,99 0,99 0,47 0,00 0,17 
BP3495 groEL chaperonin GroEL  1,89 0,00 0,02 1,61 0,00 0,03 0,85 0,04 0,26 
BP3496 groES co-chaperonin GroES  1,91 0,00 0,03 1,88 0,02 0,11 0,99 0,85 0,93 
BP3498 BP3498 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3499 BP3499 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3524 BP3524 putative acetyltransferase  0,94 0,02 0,09 OFF na na OFF na na 
BP3526 rnr putative ribonuclease R  0,39 0,35 0,52 0,92 0,49 0,64 2,34 0,19 0,44 
BP3527 BP3527 putative tRNA/rRNA methyltransferase  1,56 0,10 0,23 1,14 0,24 0,40 0,73 0,91 0,95 
BP3529 BP3529 putative hydroxylase  0,66 0,03 0,12 1,04 0,80 0,88 1,56 0,02 0,23 
BP3530 hupB DNA-binding protein Hu-beta  2,02 0,09 0,22 1,43 0,46 0,61 0,71 0,36 0,61 
BP3534 basR response regulator protein  0,44 0,03 0,11 0,64 0,73 0,83 1,45 0,59 0,77 
BP3537 argG argininosuccinate synthase  0,41 0,12 0,26 0,50 0,04 0,14 1,20 0,56 0,75 
BP3538 argF ornithine carbamoyltransferase  1,21 0,88 0,94 1,32 0,65 0,78 1,10 0,84 0,93 
BP3539 argD acetylornithine aminotransferase  0,34 0,05 0,15 0,54 0,33 0,49 1,59 0,27 0,53 
BP3543 BP3543 putative D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase  0,38 0,02 0,09 0,61 0,03 0,13 1,63 0,12 0,35 
BP3552 ahpC alkyl hydroperoxide reductase  1,24 0,17 0,33 1,28 0,03 0,13 1,03 0,79 0,88 
BP3554 risA tresponse regulator protein  1,20 0,19 0,35 0,98 0,93 0,96 0,81 0,05 0,26 
BP3558 BP3558 putative chromosome partition protein  1,06 0,74 0,86 0,45 0,04 0,14 0,43 0,03 0,26 
BP3560 ligA DNA ligase  0,53 0,53 0,67 OFF na na OFF na na 
BP3561 BP3561 putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase  1,57 0,07 0,19 0,87 0,34 0,51 0,56 0,06 0,29 
BP3572 BP3572 putative solute-binding periplasmic protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3575 BP3575 hypothetical protein  0,05 0,00 0,04 0,63 0,27 0,44 12,31 0,02 0,24 
BP3576 BP3576 ABC transporter ATP-binding protein  0,67 0,78 0,89 0,72 0,95 0,97 1,07 0,90 0,95 
BP3581 BP3581 putative ferredoxin--NADP reductase  0,84 0,50 0,65 OFF na na OFF na na 
BP3582 BP3582 ferredoxin  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3584 BP3584 hypothetical protein  0,23 0,02 0,09 1,25 0,67 0,80 5,39 0,06 0,29 
BP3587 relA putative GTP pyrophosphokinase  0,84 0,43 0,58 4,10 0,02 0,11 4,87 0,07 0,29 
BP3589 trpB tryptophan synthase subunit beta  0,46 0,09 0,22 0,92 0,73 0,83 2,01 0,09 0,34 
BP3591 accD acetyl-CoA carboxylase beta subunit  1,20 0,55 0,69 0,95 0,71 0,82 0,79 0,47 0,69 
BP3594 metH 5-methyltetrahydrofolate--homocysteine methyltransferase  1,35 0,37 0,53 OFF na na OFF na na 
BP3597 thiG thiazole synthase  0,47 0,35 0,51 1,04 0,73 0,83 2,21 0,67 0,82 
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BP3610 fusA elongation factor G  0,94 0,41 0,56 1,33 0,00 0,03 1,42 0,01 0,20 
BP3612 rpsJ 30S ribosomal protein S10  2,17 0,00 0,05 0,95 0,69 0,82 0,44 0,00 0,17 
BP3613 rplC 50S ribosomal protein L3  4,23 0,03 0,10 3,31 0,04 0,15 0,78 0,40 0,63 
BP3614 rplD 50S ribosomal protein L4  4,01 0,00 0,02 1,76 0,10 0,23 0,44 0,02 0,23 
BP3615 rplW 50S ribosomal protein L23  2,59 0,07 0,18 0,93 0,43 0,58 0,36 0,13 0,37 
BP3616 rplB 50S ribosomal protein L2  1,64 0,92 0,96 OFF na na OFF na na 
BP3618 rplV 50S ribosomal protein L22  1,21 0,30 0,46 OFF na na OFF na na 
BP3619 rpsC 30S ribosomal protein S3  3,92 0,03 0,10 0,69 0,81 0,88 0,17 0,05 0,26 
BP3621 rpmC 50S ribosomal protein L29  5,90 0,00 0,02 3,46 0,00 0,01 0,59 0,03 0,26 
BP3622 rpsQ 30S ribosomal protein S17  2,03 0,24 0,39 2,27 0,16 0,32 1,12 0,71 0,84 
BP3624 BP3624 putative aldehyde dehydrogenase  0,82 0,06 0,17 0,88 0,27 0,44 1,07 0,61 0,78 
BP3626 rplN 50S ribosomal protein L14  2,35 0,01 0,08 3,58 na na 1,52 na na 
BP3627 rplX 50S ribosomal protein L24  2,84 0,02 0,09 OFF na na OFF na na 
BP3628 rplE 50S ribosomal protein L5  1,31 0,36 0,53 1,13 0,80 0,88 0,86 0,55 0,75 
BP3630 rpsH 30S ribosomal protein S8  1,48 0,46 0,61 OFF na na OFF na na 
BP3631 rplF 50S ribosomal protein L6  3,23 0,00 0,03 1,15 0,71 0,82 0,36 0,01 0,20 
BP3632 rplR 50S ribosomal protein L18  4,26 0,01 0,05 5,00 0,00 0,01 1,17 0,15 0,40 
BP3635 rplO 50S ribosomal protein L15  1,49 0,28 0,44 3,58 0,05 0,16 2,39 0,17 0,41 
BP3640 rpsK 30S ribosomal protein S11  2,22 0,10 0,23 OFF na na OFF na na 
BP3641 rpsD 30S ribosomal protein S4  5,45 0,01 0,07 OFF na na OFF na na 
BP3642 rpoA DNA-directed RNA polymerase alpha subunit  1,49 0,13 0,27 1,22 0,10 0,23 0,82 0,44 0,67 
BP3643 BP3643 50S ribosomal protein L17  2,45 0,03 0,10 0,69 0,83 0,90 0,28 0,02 0,22 
BP3650 BP3650 putative cytochrome C precursor  2,40 0,18 0,34 0,85 0,31 0,48 0,35 0,46 0,68 
BP3651 BP3651 hypothetical protein  ON na na ON na na 2,15 0,53 0,73 
BP3659 BP3659 putative glutathione S-transferase  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3660 uvrA excinuclease ABC subunit A  1,06 0,87 0,93 2,06 0,08 0,21 1,95 0,18 0,43 
BP3662 ssb single-strand binding protein  1,13 0,47 0,62 1,04 0,93 0,96 0,92 0,60 0,77 
BP3674 BP3674 periplasmic solute-binding protein  ON na na ON na na 1,39 0,56 0,75 
BP3680 glcB malate synthase  0,20 0,01 0,07 1,16 0,20 0,36 5,71 0,01 0,17 
BP3689 BP3689 hypothetical protein  0,66 0,05 0,14 0,46 0,03 0,13 0,70 0,24 0,50 
BP3692 BP3692 tRNA (guanine-N(7)-)-methyltransferase  2,29 0,10 0,22 6,30 0,03 0,13 2,75 0,18 0,42 
BP3701 BP3701 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP3702 BP3702 GntR-family transcriptional regulator  2,22 0,00 0,03 4,08 0,01 0,09 1,84 0,07 0,31 
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BP3728 rkpK putative UDP-glucose 6-dehydrogenase  0,54 0,08 0,19 0,38 0,01 0,08 0,70 0,30 0,55 
BP3730 glmU UDP-N-acetylglucosamine synthesis bifunctional protein  0,75 0,01 0,08 0,85 0,32 0,49 1,13 0,53 0,74 
BP3731 BP3731 hypothetical protein  1,92 0,21 0,36 2,88 0,05 0,16 1,50 0,31 0,56 
BP3732 BP3732 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3734 BP3734 SCO1/SenC family protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3744 BP3744 putative bifunctional protein  0,36 0,17 0,32 1,10 0,83 0,89 3,03 0,20 0,44 
BP3748 rpoH RNA polymerase sigma factor  OFF na na 0,92 0,19 0,35 ON na na 
BP3751 adhI alcohol dehydrogenase class III  0,28 0,00 0,03 1,36 0,49 0,64 4,87 0,07 0,29 
BP3752 BP3752 hypothetical protein  0,49 0,34 0,50 0,74 0,06 0,17 1,52 0,78 0,88 
BP3753 gltB glutamate synthase  1,43 0,08 0,20 0,66 0,13 0,29 0,46 0,04 0,26 
BP3754 gltD glutamate synthase  2,71 0,00 0,05 1,38 0,18 0,34 0,51 0,03 0,25 
BP3757 BP3757 putative ABC transporter, ATP-binding protein  1,74 0,02 0,08 0,24 0,00 0,05 0,14 0,00 0,17 
BP3767 hisG ATP phosphoribosyltransferase  0,50 0,06 0,17 0,32 0,02 0,11 0,65 0,90 0,95 
BP3768 hisD histidinol dehydrogenase  0,29 0,03 0,11 0,68 0,21 0,37 2,34 0,45 0,67 
BP3770 hisB imidazoleglycerol-phosphate dehydratase  0,59 0,04 0,13 0,82 0,12 0,28 1,38 0,11 0,35 
BP3772 hisA 1-(5-phosphoribosyl)-5- 0,47 0,01 0,07 0,57 0,03 0,13 1,19 0,44 0,67 
BP3776 BP3776 MttA/Hcf106 family protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3778 tatB Sec-independent protein translocase protein  1,45 0,18 0,33 0,93 0,67 0,80 0,64 0,21 0,47 
BP3783 ptxA pertussis toxin subunit 1 precursor  0,90 0,55 0,69 1,35 0,01 0,07 1,50 0,13 0,37 
BP3784 ptxB pertussis toxin subunit 2 precursor  0,35 0,05 0,14 0,63 0,83 0,89 1,79 0,03 0,25 
BP3785 ptxD pertussis toxin subunit 4 precursor  0,85 0,33 0,50 1,86 0,04 0,16 2,18 0,04 0,26 
BP3787 ptxC pertussis toxin subunit 3 precursor  0,30 0,02 0,09 0,49 0,21 0,38 1,62 0,12 0,36 
BP3790 BP3790 putative bacterial secretion system protein  3,07 0,05 0,14 2,87 0,13 0,29 0,93 0,83 0,92 
BP3794 BP3794 putative bacterial secretion system protein  1,13 0,38 0,55 OFF na na OFF na na 
BP3796 BP3796 putative bacterial secretion system protein  0,80 1,00 1,00 1,01 0,23 0,40 1,26 0,65 0,80 
BP3798 BP3798 AraC family regulatory protein  ON na na ON na na 1,77 0,23 0,49 
BP3802 BP3802 putative extracellular solute-binding protein  0,70 0,86 0,93 1,14 0,33 0,49 1,62 0,46 0,68 
BP3807 argJ ornithine acetyltransferase/N-acetylglutamate synthase 0,16 0,00 0,05 0,41 0,03 0,13 2,65 0,29 0,54 
BP3808 BP3808 hypothetical protein  1,41 0,13 0,27 OFF na na OFF na na 
BP3819 BP3819 hypothetical protein  0,65 0,01 0,07 OFF na na OFF na na 
BP3821 panC pantoate--beta-alanine ligase  0,80 0,44 0,59 0,70 0,25 0,42 0,87 0,38 0,63 
BP3822 BP3822 hypothetical protein  ON na na ON na na 1,56 0,26 0,51 
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BP3827 BP3827 hypothetical protein  OFF na na OFF na na 
 
na na 
BP3828 BP3828 putative amino acid ABC transporter ATP-binding protein  1,14 0,47 0,63 1,12 0,71 0,82 0,99 0,88 0,95 
BP3831 BP3831 ABC transporter periplasmic amino acid-binding protein  0,22 0,05 0,14 0,94 0,63 0,77 4,16 0,06 0,29 
BP3849 BP3849 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP3852 katA catalase  1,00 0,86 0,92 0,90 0,08 0,21 0,91 0,72 0,85 
BP3857 BP3857 putative hydrolase  0,49 0,00 0,04 0,66 0,20 0,37 1,34 0,56 0,75 
BP3862 BP3862 putative extracellular solute-binding protein  0,18 0,04 0,13 0,22 0,04 0,14 1,27 0,72 0,85 





Tabla Anexa 2. Proteínas de B. pertussis que muestran niveles modificados entre las muestras (Control, 3 h y 48 h post infección). Na = No detectado. 
Locus Gen Descripción 3 h p.i. vs control 48 h p.i. vs control 48 h p.i. vs 3 h p.i. 
      Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Metabolismo 
BP0112 metC cystathionine beta-lyase  OFF na na OFF na na   na na 
BP0190 BP0190 probable orn/arg/lys decarboxylase  0,44 0,001 0,032 0,20 na na 0,44 na na 
BP0196 gcvH glycine cleavage system H protein  OFF na na 1,13 0,029 0,129 ON na na 
BP0225 catD2 3-oxoadipate enol-lactone hydrolase  OFF na na OFF na na   na na 
BP0465 BP0465 probable aldehyde dehydrogenase  0,23 0,000 0,024 0,32 0,040 0,146 1,41 0,038 0,265 
BP0607 gpmA phosphoglyceromutase  0,11 0,000 0,024 0,36 0,002 0,045 3,16 0,036 0,265 
BP0627 BP0627 probable enoyl-CoA hydratase/isomerase  0,33 0,008 0,062 0,32 0,000 0,017 0,94 0,938 0,963 
BP0629 pdhA putative pyruvate dehydrogenase E1 component  OFF na na OFF na na   na na 
BP0693 BP0693 HPr kinase/phosphorylase  OFF na na OFF na na   na na 
BP0746 proB gamma-glutamyl kinase  OFF na na OFF na na   na na 
BP0751 ispB octaprenyl-diphosphate synthase  OFF na na 1,01 0,365 0,529 ON na na 
BP0753 hyuA putative hydantoin utilization protein A  ON na na ON na na 1,95 0,274 0,525 
BP0822 hyuA hydantoin utilization protein A  ON na na ON na na 2,22 0,097 0,336 
BP0842 nuoB NADH dehydrogenase beta subunit  2,59 0,004 0,046 1,21 0,366 0,529 0,47 0,017 0,224 
BP0847 nuoG NADH dehydrogenase gamma subunit  1,46 0,003 0,042 0,60 0,004 0,054 0,41 0,000 0,117 
BP1198 clpB ATP-dependent protease, ATPase subunit  1,18 0,204 0,355 1,67 0,000 0,013 1,42 0,026 0,245 
BP1207 BP1207 N-acyl-D-glutamate deacylase  ON na na ON na na 1,50 0,061 0,288 
BP2533 ppa inorganic pyrophosphatase  0,72 0,073 0,190 2,14 0,006 0,061 2,97 0,005 0,166 
BP1222 BP1222 short chain dehydrogenase  0,44 0,004 0,048 0,43 0,086 0,224 0,97 0,060 0,288 
BP1281 ugpB glycerol-3-p-binding periplasmic protein precursor  0,15 0,003 0,042 0,29 0,007 0,065 1,89 0,149 0,396 
BP1421 pyrH uridylate kinase  1,25 0,335 0,505 2,19 0,000 0,013 1,75 0,029 0,249 
BP1425 dxr 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase  OFF na na 0,62 0,838 0,899 ON na na 
BP1446 BP1446 enoly-CoA hydratase  OFF na na 0,31 0,024 0,120 ON na na 
BP1462 aroC chorismate synthase  OFF na na OFF na na   na na 
BP1465 moeA molybdopterin biosynthesis protein  0,42 0,208 0,357 OFF na na OFF na na 
BP1482 leuD isopropylmalate isomerase small subunit  2,10 0,059 0,161 OFF na na OFF na na 
BP1521 hemH phosphoribosylaminoimidazole synthase  OFF na na 0,32 0,137 0,296 ON na na 
BP1531 BP1531 putative arginase  OFF na na OFF na na   na na 
BP1578 gmK guanylate kinase  1,01 0,829 0,912 OFF na na OFF na na 
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      Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
BP1895 oplaH 5-oxoprolinase  0,21 0,003 0,042 0,34 0,038 0,144 1,59 0,490 0,703 
BP2041 proA gamma-glutamyl phosphate reductase  OFF na na 0,75 0,418 0,575 ON na na 
BP2164 BP2164 putative 8-amino-7-oxononanoate synthase  ON na na ON na na 1,05 0,421 0,646 
BP2199 ispG 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase  0,48 0,041 0,127 OFF na na OFF na na 
BP2309 purD phosphoribosylamine--glycine ligase  0,23 0,011 0,072 OFF na na OFF na na 
BP2360 sdhB succinate dehydrogenase catalytic subunit  2,20 0,002 0,041 1,09 0,841 0,900 0,50 0,109 0,349 
BP2442 fabD acyl-carrier-protein S-malonyltransferase  OFF na na OFF na na   na na 
BP2625 guaB inosine-5'-monophosphate dehydrogenase  2,04 0,003 0,042 0,99 0,883 0,922 0,49 0,010 0,204 
BP2700 nadE NAD(+) synthase  OFF na na 1,08 0,268 0,438 ON na na 
BP2702 argH argininosuccinate lyase  0,53 0,386 0,550 OFF na na OFF na na 
BP2707 moeA molybdopterin cofactor biosynthesis protein  OFF na na 0,72 0,913 0,945 ON na na 
BP2710 moaD molybdopterin converting factor  OFF na na OFF na na   na na 
BP2769 adK adenylate kinase  0,79 0,388 0,551 OFF na na OFF na na 
BP2783 thrC threonine synthase  0,24 0,007 0,061 0,15 0,002 0,039 0,65 0,897 0,953 
BP2785 BP2785 hypothetical protein  0,87 0,003 0,042 0,40 0,003 0,052 0,47 0,006 0,166 
BP2889 BP2889 putative c'cytochrome  0,55 0,281 0,439 OFF na na OFF na na 
BP2905 glcD glycolate oxidase subunit  OFF na na OFF na na   na na 
BP2948 BP2948 putative riboflavin-specific deaminase  OFF na na OFF na na   na na 
BP2997 fabE acetyl-CoA carboxylase  1,35 0,267 0,427 OFF na na OFF na na 
BP3023 murG N-acetylglucosaminyl transferase  OFF na na OFF na na   na na 
BP3025 murD UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate synthetase  0,52 0,094 0,219 OFF na na OFF na na 
BP3035 pyrC dihydroorotase  0,43 0,205 0,355 OFF na na OFF na na 
BP3066 BP3066 putative methylenetetrahydrofolate reductase  0,75 0,199 0,351 OFF na na OFF na na 
BP3150 wbpO polysaccharide biosynthesis protein  1,51 0,002 0,037 1,39 0,219 0,386 0,92 0,591 0,769 
BP3213 gloB probable hydroxyacylglutathione hydrolase  OFF na na OFF na na   na na 
BP3254 BP3254 formyltetrahydrofolate deformylase  0,61 0,013 0,079 OFF na na OFF na na 
BP3261 trpC indole-3-glycerol phosphate synthase  OFF na na 0,50 0,415 0,572 ON na na 
BP3285 atpH ATP synthase subunit D  2,24 0,008 0,062 2,89 0,001 0,021 1,29 0,156 0,400 
BP3286 atpA ATP synthase subunit A  1,51 0,007 0,061 1,77 0,001 0,027 1,17 0,193 0,442 
BP3291 hemE uroporphyrinogen decarboxylase  0,73 0,704 0,824 OFF na na OFF na na 
BP3403 BP3403 putative UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase  OFF na na OFF na na   na na 
BP3416 purH bifunctional purine biosynthesis protein  0,55 0,011 0,072 0,42 0,002 0,045 0,78 0,231 0,488 
BP3420 BP3420 serine/threonine dehydratase  OFF na na OFF na na   na na 
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BP3442 pyrD dihydroorotate dehydrogenase  OFF na na OFF na na   na na 
BP3484 ribB bifunctional 3,4-dihydroxy-2-butanone 4-phosphate 
synthase/GTP cyclohydrolase II protein  
0,88 0,504 0,649 OFF na na OFF na na 
BP3491 ndh putative NADH dehydrogenase  OFF na na OFF na na   na na 
BP3581 BP3581 putative ferredoxin--NADP reductase  0,84 0,500 0,645 OFF na na OFF na na 
BP3594 metH 5-methyltetrahydrofolate--homocysteine methyltransferase  1,35 0,369 0,532 OFF na na OFF na na 
BP3754 gltD glutamate synthase  2,71 0,004 0,046 1,38 0,175 0,341 0,51 0,026 0,245 
BP3825 glpK glycerol kinase  OFF na na OFF na na   na na 
BP3857 BP3857 putative hydrolase  0,49 0,002 0,037 0,66 0,200 0,367 1,34 0,560 0,750 
BP2488 icd isocitrate dehydrogenase  0,27 0,000 0,027 0,79 0,155 0,318 2,87 0,044 0,265 
BP3807 argJ ornithine acetyltransferase/N-acetylglutamate synthase 0,16 0,005 0,050 0,41 0,028 0,128 2,65 0,294 0,541 
BP0801 tpiA triosephosphate isomerase  0,14 0,004 0,046 0,50 0,069 0,192 3,71 0,154 0,400 
BP3264 trpE anthranilate synthase component I  0,22 0,002 0,037 0,65 0,214 0,382 3,03 0,330 0,579 
BP1570 dapA dihydrodipicolinate synthase  0,55 0,005 0,049 1,17 0,402 0,564 2,13 0,182 0,429 
BP3751 adhI alcohol dehydrogenase class III  0,28 0,001 0,033 1,36 0,490 0,639 4,87 0,066 0,295 
BP1260 glnE glutamate-ammonia-ligase adenylyltransferase  ON na na ON na na 1,50 0,82 0,91 
BP0863 serB phosphoserine phosphatase  OFF na na OFF na na   na na 
BP1237 lytB 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase  OFF na na OFF na na   na na 
BP2310 hemF coproporphyrinogen III oxidase  OFF na na OFF na na   na na 
BP2706 moaA molybdenum cofactor biosynthesis protein A  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP2998 aroQ 3-dehydroquinate dehydratase  OFF na na OFF na na   na na 
BP1327 glgX probable glycosyl hydrolase  ON na na ON na na 3,52 0,05 0,26 
BP1731 ugpQ cytoplasmic glycerophosphodiester phosphodiesterase  OFF na na OFF na na   na na 
BP0215 ppc phosphoenolpyruvate carboxylase  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP1072 ppk polyphosphate kinase  2,40 0,00 0,04 OFF na na OFF na na 
BP0264 apt adenine phosphoribosyltransferase  OFF na na OFF na na   na na 
BP1357 leuC  pseudogene   na na ON na na ON na na 
BP3028 ftsI peptidoglycan synthetase precursor    na na ON na na ON na na 
BP3043 ilvD dihydroxy-acid dehydratase  ON na na ON na na 1,88 0,463 0,684 
BP1628 wza putative capsular polysaccharide export protein  ON na na ON na na 2,15 0,098 0,336 
BP2762 xseA exodeoxyribonuclease VII large subunit  ON na na ON na na 4,09 0,050 0,271 
BP1453 carB carbamoyl-phosphate synthase large subunit  0,51 0,059 0,161 0,35 0,009 0,078 0,69 0,387 0,632 





Locus Gen Descripción 3 h p.i. vs control 48 h p.i. vs control 48 h p.i. vs 3 h p.i. 
      Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
BP2188 purA adenylosuccinate synthetase  0,91 0,423 0,581 0,34 0,004 0,054 0,37 0,009 0,200 
BP2202 ndk nucleoside diphosphate kinase  0,30 0,009 0,070 2,22 0,003 0,052 7,42 0,001 0,130 
BP2634 dadA  pseudogene 0,67 0,115 0,246 0,25 0,005 0,057 0,38 0,163 0,408 
BP2960 argC N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase  1,19 0,579 0,707 1,86 0,010 0,078 1,56 0,128 0,369 
BP2978 gltX glutamyl-tRNA synthetase  0,23 0,048 0,138 0,19 0,005 0,054 0,85 0,892 0,953 
BP0624 BP0624 acyl-CoA synthase  0,54 0,090 0,213 1,76 0,008 0,073 3,29 0,021 0,232 
BP3136 BP3136 putative sulfatase  0,60 0,992 0,996 2,98 0,032 0,134 4,95 0,003 0,166 
BP3728 rkpK putative UDP-glucose 6-dehydrogenase  0,54 0,076 0,191 0,38 0,009 0,078 0,70 0,300 0,550 
BP0379 ldh putative L-lactate dehydrogenase  0,82 0,364 0,527 0,66 0,005 0,054 0,80 0,580 0,763 
BP0038 gloA lactoylglutathione lyase  0,70 0,579 0,707 2,21 0,006 0,064 3,16 0,036 0,265 
BP0185 dcd deoxycytidine triphosphate deaminase  2,02 0,006 0,052 2,15 0,064 0,181 1,06 0,996 0,998 
BP0445 aceK pseudogene  2,11 0,016 0,079 6,68 0,004 0,054 3,16 0,036 0,265 
BP3680 glcB malate synthase  0,20 0,011 0,072 1,16 0,198 0,365 5,71 0,007 0,166 
BP1125 odhB dihydrolipoamide acetyltransferase  1,65 0,026 0,099 1,42 0,009 0,078 0,86 0,387 0,632 
BP2014 acnA aconitate hydratase  1,54 0,008 0,062 1,78 0,015 0,099 1,15 0,417 0,646 
BP1001 pgk phosphoglycerate kinase  0,31 0,006 0,056 0,46 0,039 0,146 1,47 0,388 0,632 
BP0961 etfB electron transfer flavoprotein beta-subunit  0,97 0,802 0,903 1,75 0,005 0,054 1,80 0,007 0,166 
BP2403 BP2403 electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase  0,24 0,006 0,056 0,96 0,742 0,835 3,95 0,058 0,288 
Procesos celulares 
BP1189 BP1189 lipoprotein  0,99 0,848 0,922 0,42 0,001 0,027 0,42 0,012 0,217 
BP1605 BP1605 putative iron binding protein  0,24 0,040 0,126 OFF na na OFF na na 
BP1664 gst glutathione S-transferase  OFF na na OFF na na   na na 
BP2067 BP2067 putative superoxide dismutase  OFF na na OFF na na   na na 
BP2081 uvrC putative excinuclease ABC subunit C  ON na na ON na na 1,21 0,472 0,685 
BP2110 BP2110 putative exodeoxyribonuclease III  OFF na na 0,68 0,803 0,877 ON na na 
BP2433 lepA GTP-binding protein LepA  0,39 0,042 0,127 OFF na na OFF na na 
BP2447 maf Maf-like protein OFF na na 0,94 0,366 0,529 ON na na 
BP2561 BP2561 recombination associated protein  1,52 0,024 0,095 OFF na na OFF na na 
BP3018 ftsZ cell division protein FtsZ  0,97 0,733 0,852 OFF na na OFF na na 
BP3228 minD putative septum site-determining protein  1,52 0,000 0,027 0,95 0,615 0,768 0,62 0,275 0,525 
BP3495 groEL chaperonin GroEL  1,89 0,000 0,024 1,61 0,001 0,033 0,85 0,045 0,265 
BP3496 groES co-chaperonin GroES  1,91 0,001 0,027 1,88 0,020 0,112 0,99 0,845 0,929 
BP3748 rpoH RNA polymerase sigma factor  OFF na na 0,92 0,188 0,351 ON na na 
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BP2506 BP2506 DNA repair protein  OFF na na 8,10 0,064 0,181 ON na na 
BP1732 ppiD peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D  1,08 0,579 0,707 0,24 0,007 0,065 0,22 0,005 0,166 
BP3087 hslU ATP-dependent protease ATP-binding subunit  1,58 0,069 0,182 0,31 0,058 0,173 0,20 0,005 0,166 
BP0102 BP0102 putative penicillin-binding protein precursor 1,40 0,010 0,071 0,18 0,012 0,087 0,13 0,005 0,166 
BP2761 sodB superoxide dismutase  0,13 0,007 0,060 0,37 0,014 0,096 2,87 0,068 0,297 
 Transferencia de información 
BP1117 greB transcription elongation factor GreB  OFF na na OFF na na   na na 
BP1246 nusA transcription elongation factor NusA  1,72 0,001 0,033 1,31 0,452 0,601 0,76 0,257 0,514 
BP1247 infB translation initiation factor IF-2  2,25 0,001 0,027 0,87 0,490 0,639 0,39 0,051 0,271 
BP1728 BP1728 putative glutaredoxin  0,73 0,950 0,972 OFF na na OFF na na 
BP2044 leuS leucyl-tRNA synthetase  0,45 0,000 0,024 0,36 0,048 0,159 0,81 0,465 0,684 
BP2267 greA transcription elongation factor  0,48 0,041 0,127 OFF na na OFF na na 
BP2572 ihfA integration host factor alpha subunit  0,52 0,594 0,721 OFF na na OFF na na 
BP2893 trmU tRNA methyltransferase  0,74 0,346 0,512 OFF na na OFF na na 
BP3002 BP3002 hypothetical protein  0,61 0,851 0,922 OFF na na OFF na na 
BP3030 mraW S-adenosyl-methyltransferase MraW  OFF na na OFF na na   na na 
BP3415 fis DNA-binding protein  0,52 0,345 0,512 OFF na na OFF na na 
BP3421 ruvB Holliday junction DNA helicase RuvB  1,07 0,790 0,893 OFF na na OFF na na 
BP3560 ligA DNA ligase  0,53 0,528 0,671 OFF na na OFF na na 
BP0115 argS arginyl-tRNA synthetase  0,24 0,084 0,206 0,18 0,002 0,037 0,77 0,920 0,958 
BP3863 trmE tRNA modification GTPase  1,05 0,20 0,36 OFF na na OFF na na 
BP1420 tsf elongation factor Ts  0,37 0,007 0,061 0,65 0,075 0,204 1,76 0,099 0,336 
BP2470 BP2470 seryl-tRNA synthetase  0,47 0,109 0,237 0,22 0,004 0,054 0,46 0,726 0,850 
 Estructura celular  
BP0014 rplL 50S ribosomal protein L7/L12  2,41 0,001 0,027 1,18 0,739 0,833 0,49 0,045 0,265 
BP0748 rpmA 50S ribosomal protein L27  4,31 0,008 0,062 10,51 0,003 0,049 2,44 0,128 0,369 
BP1047 BP1047 putative secreted protein  0,91 0,521 0,665 OFF na na OFF na na 
BP1427 BP1427 probable surface antigen  1,60 0,001 0,027 0,90 0,216 0,384 0,56 0,001 0,130 
BP1579 BP1579 putative cytochrome C  ON na na ON na na 0,85 0,091 0,336 
BP2219 BP2219 putative cell surface protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP2793 rplI 50S ribosomal protein L9  2,55 0,000 0,024 0,70 0,067 0,188 0,27 0,001 0,130 
BP2796 rpsF 30S ribosomal protein S6  2,01 0,002 0,042 1,30 0,273 0,442 0,65 0,073 0,304 
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BP3612 rpsJ 30S ribosomal protein S10  2,17 0,004 0,048 0,95 0,691 0,817 0,44 0,004 0,166 
BP3614 rplD 50S ribosomal protein L4  4,01 0,000 0,024 1,76 0,096 0,235 0,44 0,021 0,232 
BP3616 rplB 50S ribosomal protein L2  1,64 0,923 0,963 OFF na na OFF na na 
BP3618 rplV 50S ribosomal protein L22  1,21 0,300 0,460 OFF na na OFF na na 
BP3621 rpmC 50S ribosomal protein L29  5,90 0,000 0,024 3,46 0,000 0,013 0,59 0,033 0,265 
BP3627 rplX 50S ribosomal protein L24  2,84 0,019 0,087 OFF na na OFF na na 
BP3630 rpsH 30S ribosomal protein S8  1,48 0,460 0,612 OFF na na OFF na na 
BP3631 rplF 50S ribosomal protein L6  3,23 0,001 0,027 1,15 0,710 0,823 0,36 0,011 0,205 
BP3632 rplR 50S ribosomal protein L18  4,26 0,005 0,052 5,00 0,000 0,007 1,17 0,154 0,400 
BP3640 rpsK 30S ribosomal protein S11  2,22 0,102 0,228 OFF na na OFF na na 
BP3641 rpsD 30S ribosomal protein S4  5,45 0,010 0,070 OFF na na OFF na na 
BP3344 BP3344 Proline-rich inner membrane protein  OFF na na 1,71 0,05 0,16 ON na na 
BP0827 BP0827 integral membrane component of multidrug efflux system  ON na na ON na na 2,80 0,051 0,271 
BP1625 kpsE capsule polysaccharide export inner-membrane protein  ON na na ON na na 4,35 0,083 0,322 
BP0010 rplK 50S ribosomal protein L11  2,26 0,04 0,13 0,65 0,08 0,21 0,29 0,01 0,17 
BP0609 ctpA putative carboxy-terminal processing protease precursor  2,99 0,013 0,077 0,74 0,315 0,485 0,25 0,005 0,166 
BP2043 BP2043 putative lipoprotein  1,92 0,012 0,072 2,09 0,004 0,054 1,09 0,208 0,466 
BP2564 BP2564 putative lipoprotein  1,20 0,165 0,316 2,81 0,005 0,054 2,34 0,275 0,525 
BP3405 ompQ outer membrane porin protein OmpQ  1,15 0,573 0,707 1,84 0,010 0,078 1,60 0,087 0,332 
BP0013 rplJ 50S ribosomal protein L10  2,78 0,006 0,056 1,56 0,067 0,187 0,56 0,001 0,130 
BP1419 rpsB 30S ribosomal protein S2  2,03 0,008 0,062 1,01 0,895 0,931 0,50 0,045 0,265 
Regulación 
BP0694 rpoP nitrogen regulatory IIA protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP1435 BP1435 hypothetical protein  1,19 0,492 0,639 1,71 0,000 0,016 1,43 0,109 0,349 
BP1613 BP1613 probable LysR-family transcriptional regulator  0,33 0,098 0,223 OFF na na OFF na na 
BP1770 cspA cold shock-like protein  0,53 0,126 0,260 OFF na na OFF na na 
BP2193 hfq RNA-binding protein Hfq  2,03 0,079 0,197 1,70 0,001 0,021 0,84 0,705 0,845 
BP2271 BP2271 putative regulatory lipoprotein  OFF na na OFF na na   na na 
BP2399 BP2399 putative transcriptional regulator  OFF na na OFF na na   na na 
BP3222 ompR two component response regulator  OFF na na 0,67 0,940 0,960 ON na na 
BP3083 BP3083 putative regulatory protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP1092 BP1092 probable two-component histidine kinase  9,67 0,003 0,042 37,65 0,020 0,112 3,89 0,097 0,336 
BP2047 bph2 DNA-binding protein Bph2  2,75 0,556 0,691 OFF na na OFF na na 
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BP3798 BP3798 AraC family regulatory protein  ON na na ON na na 1,77 0,23 0,49 
BP1590 BP1590 probable transcriptional regulator  OFF na na 1,71 0,05 0,16 ON na na 
BP0441 BP0441 MerR-family transcriptional regulator  1,09 0,73 0,85 OFF na na OFF na na 
BP0617 BP0617 TetR-family transcriptional regulator  OFF na na OFF na na   na na 
BP0744 BP0744 putative transcriptional regulator  ON na na ON na na 0,71 0,73 0,85 
BP2004 BP2004 putative response regulator  ON na na ON na na 1,30 0,12 0,36 
BP0670 BP0670 probable acyl-CoA dehydrogenase  ON na na ON na na 2,22 0,29 0,54 
BP1355 BP1355 probable LacI-family transcriptional regulator  ON na na ON na na 5,81 0,006 0,166 
BP1456 BP1456 LysR-family transcriptional regulator    na na ON na na ON na na 
BP3702 BP3702 GntR-family transcriptional regulator  2,22 0,001 0,027 4,08 0,014 0,095 1,84 0,074 0,305 
BP1899 BP1899 putative transcriptional regulator  ON na na ON na na 3,08 0,016 0,224 
BP1262 rho transcription termination factor Rho  1,48 0,010 0,071 0,95 0,642 0,777 0,64 0,006 0,166 
Transporte 
BP0385 BP0385 hypothetical protein  OFF na na 0,48 0,716 0,823 ON na na 
BP0558 BP0558 amino acid-binding periplasmic protein  0,37 0,003 0,042 0,51 0,000 0,017 1,38 0,107 0,349 
BP0840 BP0840 outer membrane porin protein precursor  1,43 0,275 0,434 2,38 0,000 0,016 1,67 0,086 0,330 
BP0856 bfrD probable TonB-dependent receptor for iron transport  2,30 0,001 0,029 2,31 0,000 0,013 1,01 0,896 0,953 
BP1097 livK putative amino acids binding protein  ON na na ON na na 1,43 0,749 0,857 
BP1274 livG high-affinity branched-chain amino acid transport  OFF na na OFF na na   na na 
BP1277 livJ leu/ile/val-binding protein precursor  OFF na na 0,41 0,001 0,027 ON na na 
BP1364 BP1364 putative amino-acid ABC transporter  OFF na na OFF na na   na na 
BP1480 BP1480 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP1506 BP1506 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP1948 BP1948 branched-chain amino acid-binding protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP2396 BP2396 transport periplasmic protein  1,79 0,181 0,337 OFF na na OFF na na 
BP2671 BP2671 hypothetical protein  OFF na na 1,13 0,259 0,432 ON na na 
BP2747 BP2747 putative ABC transport solute-binding protein  0,22 0,003 0,042 0,60 0,093 0,234 2,72 0,045 0,265 
BP3034 BP3034 putative ABC transporter ATP-binding protein  2,56 0,186 0,340 OFF na na OFF na na 
BP3237 BP3237 putative binding-protein-dependent transport protein OFF na na 0,36 0,201 0,367 ON na na 
BP3345 BP3345 putative TolR-like translocation protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP3572 BP3572 putative solute-binding periplasmic protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP3674 BP3674 periplasmic solute-binding protein  ON na na ON na na 1,39 0,559 0,750 
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BP3757 BP3757 putative ABC transporter, ATP-binding protein  1,74 0,016 0,079 0,24 0,002 0,047 0,14 0,003 0,166 
BP2293 BP2293 putative solute-binding transport protein (periplasmic)  0,88 0,451 0,606 OFF na na OFF na na 
BP2616 BP2616 ABC transport protein, periplasmic component  OFF na na OFF na na   na na 
BP2178 BP2178 putative ABC transporter, ATP-binding subunit  OFF na na OFF na na   na na 
BP2418 BP2418 putative ABC transport protein  2,41 0,024 0,095 6,93 0,000 0,008 2,88 0,102 0,341 
BP1926 BP1926 putative extracellular solute-binding protein  ON na na ON na na 3,92 0,093 0,336 
BP1983 BP1983 putative extracellular solute-binding protein    na na ON na na ON na na 
BP3322 BP3322 putative binding-protein-dependent transport protein  ON na na ON na na 3,49 0,157 0,400 
BP1046 secD protein export protein SecD  2,59 0,018 0,082 4,32 0,010 0,078 1,67 0,854 0,933 
BP2481 kdpB potassium-transporting ATPase B chain  2,19 0,026 0,099 6,68 0,004 0,054 3,05 0,046 0,265 
BP2963 BP2963 putative exported solute binding protein  0,22 0,008 0,063 0,83 0,390 0,557 3,78 0,024 0,245 
BP3014 secA translocase  1,78 0,005 0,052 1,06 0,683 0,811 0,60 0,025 0,245 
BP0604 secB export protein SecB  0,38 0,017 0,081 0,18 0,004 0,054 0,47 0,074 0,305 
Factores de virulencia 
BP3494 brkA serum resistance protein  2,13 0,004 0,048 1,00 0,989 0,991 0,47 0,004 0,166 
BP1879 fhaB filamentous hemagglutinin/adhesin  1,83 0,008 0,062 1,15 0,533 0,677 0,63 0,043 0,265 
BP2315 vag8 autotransporter  2,56 0,005 0,052 0,92 0,713 0,823 0,36 0,007 0,166 
Hipotéticas 
BP0101 BP0101 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP0117 BP0117 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP0516 BP0516 hypothetical protein  0,66 0,258 0,419 OFF na na OFF na na 
BP0561 BP0561 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP0570 BP0570 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP0705 BP0705  pseudogene 11,14 0,011 0,072 11,90 0,000 0,013 1,07 0,639 0,798 
BP1066 BP1066 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP1087 BP1087 hypothetical protein  1,59 0,034 0,118 2,82 0,002 0,039 1,78 0,013 0,221 
BP1192 BP1192 hypothetical protein  1,08 0,992 0,996 OFF na na OFF na na 
BP1204 BP1204 hypothetical protein  OFF na na 0,59 0,952 0,971 ON na na 
BP1223 BP1223 hypothetical protein  0,74 0,789 0,893 OFF na na OFF na na 
BP1243 BP1243 hypothetical protein  0,50 0,013 0,079 OFF na na OFF na na 
BP1252 BP1252 hypothetical protein  0,60 0,940 0,969 OFF na na OFF na na 
BP1535 BP1535 hypothetical protein  OFF na na 0,59 0,875 0,917 ON na na 
BP1561 BP1561 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
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Locus Gen Descripción 3 h p.i. vs control 48 h p.i. vs control 48 h p.i. vs 3 h p.i. 
      Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
BP1592 BP1592 hypothetical protein  ON na na ON na na 1,30 0,607 0,779 
BP1601 BP1601 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP1722 BP1722 hypothetical protein  0,43 0,080 0,197 OFF na na OFF na na 
BP1723 BP1723 hypothetical protein  1,11 0,273 0,433 3,46 0,000 0,013 3,12 0,001 0,130 
BP1744 BP1744 hypothetical protein  ON na na ON na na 2,01 0,271 0,525 
BP1760 BP1760 hypothetical protein  ON na na ON na na 1,80 0,258 0,514 
BP1766 BP1766 hypothetical protein  3,80 0,005 0,050 2,59 0,017 0,102 0,68 0,025 0,245 
BP1806 BP1806 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP1843 BP1843 hypothetical protein  OFF na na 0,31 0,003 0,048 ON na na 
BP1887 BP1887 hypothetical protein  OFF na na 0,25 0,037 0,142 ON na na 
BP1907 BP1907 hypothetical protein  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP2012 BP2012 hypothetical protein  1,07 0,790 0,893 OFF na na OFF na na 
BP2084 BP2084 hypothetical protein  OFF na na 2,00 0,097 0,235 ON na na 
BP2147 BP2147 hypothetical protein  OFF na na 0,63 0,964 0,976 ON na na 
BP2156 BP2156 hypothetical protein  0,95 0,826 0,912 OFF na na OFF na na 
BP2312 BP2312 hypothetical protein  1,14 0,861 0,923 OFF na na OFF na na 
BP2336 BP2336 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP2652 BP2652 hypothetical protein  OFF na na 0,38 0,441 0,595 ON na na 
BP2767 BP2767 hypothetical protein  1,37 0,248 0,409 OFF na na OFF na na 
BP2818 BP2818 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP2924 BP2924 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP2951 nrdR hypothetical protein  0,33 0,001 0,031 0,47 0,192 0,354 1,41 0,038 0,265 
BP2958 BP2958 hypothetical protein  1,67 0,026 0,099 OFF na na OFF na na 
BP3012 BP3012 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP3031 mraZ hypothetical protein  1,12 0,928 0,963 OFF na na OFF na na 
BP3048 BP3048 hypothetical protein  OFF na na 0,94 0,159 0,319 ON na na 
BP3267 BP3267 hypothetical protein  0,35 0,003 0,042 OFF na na OFF na na 
BP3320 BP3320 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP3402 BP3402 hypothetical protein  2,75 0,035 0,119 OFF na na OFF na na 
BP3462 BP3462 hypothetical protein  ON na na ON na na 2,41 0,171 0,416 
BP3481 BP3481 hypothetical protein  0,30 0,035 0,119 OFF na na OFF na na 
BP3489 BP3489 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 





Locus Gen Descripción 3 h p.i. vs control 48 h p.i. vs control 48 h p.i. vs 3 h p.i. 
      Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
BP3499 BP3499 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP3732 BP3732 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP3808 BP3808 hypothetical protein  1,41 0,134 0,271 OFF na na OFF na na 
BP3819 BP3819 hypothetical protein  0,65 0,011 0,072 OFF na na OFF na na 
BP3822 BP3822 hypothetical protein  ON na na ON na na 1,56 0,259 0,515 
BP3827 BP3827 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP3575 BP3575 hypothetical protein  0,05 0,003 0,042 0,63 0,267 0,438 12,31 0,023 0,244 
BP3276 BP3276 hypothetical protein  0,18 0,002 0,037 0,41 0,083 0,216 2,23 0,094 0,336 
BP3651 BP3651 hypothetical protein  ON na na ON na na 2,15 0,53 0,73 
BP2387 BP2387 hypothetical protein  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP3202 BP3202 hypothetical protein  ON na na ON na na 1,00 0,88 0,95 
BP1900 BP1900 hypothetical protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP2334 BP2334 putative ATP-dependent helicase  ON na na ON na na 3,01 0,26 0,52 
BP2401 BP2401 pseudogene  ON na na ON na na 1,59 0,33 0,58 
BP0532 BP0532 putative substrate-CoA ligase  ON na na ON na na 3,84 0,284 0,534 
BP0773 BP0773 hypothetical protein  ON na na ON na na 3,16 0,036 0,265 
BP0971 cysN  pseudogene   na na ON na na ON na na 
BP1005 BP1005 hypothetical protein  ON na na ON na na 3,02 0,381 0,631 
BP1241 BP1241 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP1492 BP1492 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP1547 BP1547 hypothetical protein  2,406 0,024 0,095 8,12 0,000 0,016 3,38 0,103 0,342 
BP3317 BP3317 putative enoyl-CoA hydratase/isomerase  ON na na ON na na 2,80 0,051 0,271 
BP3849 BP3849 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP1779 BP1779 hypothetical protein  ON na na ON na na 3,33 0,007 0,166 
BP3701 BP3701 hypothetical protein  
 
na na ON na na ON na na 
BP1057 BP1057 hypothetical protein  2,548 0,030 0,109 2,39 0,007 0,065 0,94 0,939 0,963 
BP1151 BP1151 hypothetical protein  0,669 0,159 0,305 0,38 0,003 0,053 0,57 0,157 0,400 
BP2308 BP2308 hypothetical protein  1,04 0,082 0,201 1,73 0,004 0,054 1,66 0,603 0,777 
BP2735 BP2735 hypothetical protein  0,37 0,005 0,052 0,58 0,031 0,130 1,55 0,109 0,349 
BP2797 BP2797 hypothetical protein  1,49 0,28 0,44 1,62 0,009 0,08 1,08 0,24 0,50 
BP2815 BP2815 hypothetical protein  0,44 0,01 0,08 0,26 0,004 0,05 0,60 0,16 0,41 
Sin clasificación 
BP0176 BP0176 pseudogene  ON na na ON na na 0,76 0,727 0,850 
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Locus Gen Descripción 3 h p.i. vs control 48 h p.i. vs control 48 h p.i. vs 3 h p.i. 
      Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
BP0614 BP0614 pseudogene  ON na na ON na na 1,83 0,453 0,677 
BP0718 BP0718 carboxyvinyl-carboxyphosphonate phosphorylmutase  OFF na na OFF na na   na na 
BP1307 BP1307 putative bacterioferritin comigratory protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP1359 BP1359 putative mandelate racemase  OFF na na OFF na na   na na 
BP1960 BP1960  pseudogene ON na na ON na na 2,19 0,113 0,351 
BP2291 BP2291 tartrate dehydrogenase  OFF na na OFF na na   na na 
BP3036 BP3036 putative hydrolase  OFF na na OFF na na   na na 
BP3127 BP3127 outer membrane lipoprotein LolB precursor  1,70 0,126 0,260 OFF na na OFF na na 
BP3659 BP3659 putative glutathione S-transferase  OFF na na OFF na na   na na 
BP3776 BP3776 MttA/Hcf106 family protein  OFF na na OFF na na   na na 
BP3233 BP3233  pseudogene ON na na ON na na 0,48 0,185 0,433 
BP0700 BP0700 probable hydrolase  0,17 0,003 0,042 0,26 0,008 0,072 1,48 0,141 0,383 
BP0208 BP0208 putative oxidoreductase  OFF na na OFF na na   na na 
BP0360 BP0360 probable aldehyde dehydrogenase  ON na na ON na na 0,78 0,536 0,737 
BP0906 BP0906 putative peptidase  0,13 0,001 0,027 0,33 0,019 0,110 2,59 0,345 0,598 
BP1300 BP1300 putative glutathione transferase  0,29 0,003 0,042 0,65 0,169 0,330 2,19 0,528 0,731 
BP3321 BP3321 putative amidase  0,39 0,003 0,042 0,30 0,035 0,137 0,76 0,413 0,645 
BP3425 BP3425 putative carbonic anhydrase  0,17 0,002 0,042 0,39 0,052 0,163 2,23 0,076 0,308 
BP1251 BP1251 putative toxin  OFF na na OFF na na   na na 
BP3342 BP3342 putative peptidoglycan-associated lipoprotein  0,24 0,010 0,071 0,19 0,001 0,027 0,80 0,628 0,790 
BP3524 BP3524 putative acetyltransferase  0,94 0,020 0,087 OFF na na OFF na na 
BP2091 BP2091 putative dioxygenase hydroxylase component  ON na na ON na na 0,94 0,239 0,496 
BP1163 BP1163 probable short-chain dehydrogenase  0,73 0,298 0,458 OFF na na OFF na na 
BP2393 BP2393 probable D-aminopeptidase  OFF na na 0,94 0,703 0,823 ON na na 
BP0665 BP0665 thymidine diphosphoglucose 4,6-dehydratase  0,35 0,055 0,153 OFF na na OFF na na 
BP1299 BP1299 putative acetyltransferase  OFF na na OFF na na   na na 
BP1324 malQ pseudogene  ON na na 
 
na na OFF na na 
BP1608 BP1608 pseudogene  ON na na ON na na 3,27 0,15 0,40 
BP1832 BP1832 pseudogene  ON na na ON na na 1,04 0,91 0,95 
BP2301 BP2301 N-carbamoyl-L-amino acid amidohydrolase  OFF na na OFF na na   na na 
BP2400 BP2400 putative coenzyme A transferase subunit  OFF na na OFF na na   na na 
BP3158 mmsA pseudogene  ON na na ON na na 0,71 0,73 0,85 





Locus Gen Descripción 3 h p.i. vs control 48 h p.i. vs control 48 h p.i. vs 3 h p.i. 
      Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
Expresión 
relativa p-valor q-valor (BH) 
BP0513 BP0513 phage-related hypothetical protein  ON na na ON na na 3,38 0,229 0,485 
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4. Caracterización del rol de los receptores de hierro BfrD y 
BfrE en la sobrevida intracelular de B. pertussis 
 
4.1. Introducción 
En la intersección entre los campos de investigación de la microbiología y la 
neurobiología se define un nuevo campo de investigación denominado endocrinología 
microbiana que estudia la influencia de los neuroquímicos en la interacción patógeno-
hospedador y en el desarrollo de infecciones [1]. De esta manera, la endocrinología 
microbiana propone un nuevo marco conceptual para analizar cómo los microrganismos 
se ven modificados por las señales neuroquímicas que encuentran en el huésped, y 
viceversa, así como también para descifrar las vías de señalización inter reino que ocurren 
entre ambos [1]. 
En el primer estudio que analizó el efecto de un neuroquímico como las 
catecolaminas en la fisiología bacteriana se demostró que el agregado de norepinefrina, y 
en menor medida epinefrina o dopamina, favorece el crecimiento de una variedad de 
bacterias Gram-negativas en medios de cultivo mínimo suplementados con suero [2]. 
Estudios posteriores demostraron que las glicoproteínas séricas transferrina y lactoferrina, 
de alta afinidad por hierro, están involucradas en la promoción del crecimiento mediado 
por catecolaminas [3]. A partir de estos resultados se infirió que las catecolaminas 
liberaban el hierro unido a estas glicoproteínas facilitando su acceso y estimulando en 
consecuencia el crecimiento bacteriano. Posteriormente se demostró mediante estudios 
bioquímicos que las catecolaminas epinefrina y norepinefrina forman complejos 
transitorios con el hierro férrico contenido tanto en las glicoproteínas transferrina como 
lactoferrina [4]. Esta interacción produce la reducción del estado de oxidación de Fe(III) 
a Fe(II), con la consiguiente disminución de la constante de asociación del complejo 
transferrina/lactoferrina-hierro y la liberación del complejo catecolamina-Fe(II) al medio 
de cultivo. Las bacterias pueden, posteriormente, capturar el hierro secuestrado por las 
catecolaminas a través de sistemas de captura específicos [4]. Asimismo, debido a su baja 
estabilidad, el complejo catecolamina-Fe(II) se disocia fácilmente, con la liberación de 
Fe(II) al medio, que probablemente es reoxidado rápidamente a Fe(III) en condiciones 
aeróbicas y, por lo tanto, puede ser capturado tanto por sistemas de adquisición 





 Se ha demostrado que el agregado de transferrina o lactoferrina en cultivos 
limitados en hierro de B. pertussis produce un aumento en el crecimiento de esta bacteria 
[5, 6]. Bajo estas condiciones, B. pertussis produce y libera al medio extracelular el 
sideróforo de tipo hidroxamato alcaligina [5], el cual estaría implicado, según lo sugieren 
varios estudios, en la captura de hierro quelado en estas glicoproteínas [5, 6]. Estudios 
posteriores demostraron que en Bordetella bronchiseptica, un patógeno relacionado 
estrechamente con B. pertussis, la promoción del crecimiento en limitación de hierro por 
la presencia de transferrina o lactoferrina requiere de la síntesis del sideróforo alcaligina 
[7, 8]. Con respecto a la promoción del crecimiento por catecolaminas en condiciones de 
limitación de hierro en Bordetella, en el caso de B. bronchiseptica, el agregado de 
norepinefrina en presencia de transferrina o lactoferrina aumenta el crecimiento de cepas 
tanto deficientes como productoras de alcaligina [7-9]. Es importante destacar que la 
presencia de norepinefrina produce un efecto aditivo en la captura de hierro mediada por 
el sideróforo alcaligina [8]. Asimismo, se observó que la limitación de hierro aumenta la 
unión de norepinefrina a B. bronchiseptica, indicando la inducción de algún receptor 
capaz de capturar este neuroquímico bajo estas condiciones de cultivo [7]. Estos 
resultados sugieren la presencia de un mecanismo específico distinto del sideróforo 
alcaligina encargado de capturar hierro a partir de catecolaminas en Bordetella. 
El efecto de promoción de crecimiento por norepinefrina en B. bronchiseptica 
requiere del sistema de transducción de energía TonB, indicando que uno o más 
transportadores de membrana externa dependientes de TonB estarían involucrados en la 
captura de hierro a partir de esta catecolamina [7]. Estudios posteriores demostraron que 
en B. bronchiseptica ninguna mutación individual de receptores de membrana externa 
dependientes de TonB elimina la promoción del crecimiento por norepinefrina en 
presencia de transferrina [8]. Sin embargo, la eliminación simultanea de los receptores de 
catecoles BfrA, BfrD y BfrE y del receptor del sideróforo alcaligina (FauA) suprimen la 
habilidad de B. bronchiseptica de crecer a expensas de norepinefrina y transferrina. La 
expresión en esta cepa mutante de cualquiera de los receptores BfrA, BfrD o BfrE 
individualmente restablece el fenotipo de promoción de crecimiento por norepinefrina, 
sugiriendo la existencia de redundancia de funciones entre estos receptores [8]. 
 El genoma de B. pertussis contiene genes que codifican para los receptores BfrD 
y BfrE pero no para el receptor BfrA [10]. Los estudios de crecimiento in vitro que se han 





condiciones de crecimiento en limitación de hierro en presencia de transferrina o 
lactoferrina aumente significativamente el crecimiento de esta bacteria [8]. Este resultado 
ha llevado a especular que los receptores de membrana externa BfrD y BfrE de B. 
pertussis podrían ser no funcionales. Sin embargo, se ha demostrado que la 
complementación tanto con BfrD como con BfrE de B. pertussis en una cepa de B. 
bronchiseptica mutante en dichos receptores restablece el fenotipo de promoción de 
crecimiento por norepinefrina, indicando que estos receptores de B. pertussis son 
funcionales [11]. Además, la expresión del receptor de catecolaminas BfrA de B. 
bronchiseptica, con una elevada similitud de secuencia con BfrD y BfrE, permite a B. 
pertussis aumentar su crecimiento in vitro en presencia de norepinefrina, indicando que 
esta especie tiene los receptores de membrana citoplasmática necesarios para funcionar 
en conjunto con estos receptores de membrana externa [8]. Estos resultados indican que 
la imposibilidad de B. pertussis de utilizar norepinefrina para promover su crecimiento in 
vitro no se debe a una disfuncionalidad de los receptores de membrana externa BfrD y 
BfrE, sino que podría deberse a una limitación del sistema de cultivo utilizado. Por 
ejemplo, tal como lo discuten los autores de ese trabajo, es posible que las condiciones 
utilizadas no permitan una expresión significativa de estos receptores para conferir una 
utilización efectiva de catecolaminas [11]. En apoyo a esta hipótesis, mediante el uso de 
una cepa mutante y el modelo murino de infección, se ha observado que el receptor BfrD 
está involucrado en la colonización de ratones por B. pertussis. Por otro lado, se ha 
observado que BfrD y BfrE son reconocidos por sueros de humanos convalecientes de 
tos convulsa, lo que indicaría la expresión de ambos en el fenotipo infectante [11]. Estas 
observaciones sugieren que los receptores BfrD y BfrE de B. pertussis podrían tener un 
rol en la patogénesis de esta bacteria. Asimismo, indican que esta bacteria podría obtener 
hierro a partir de transferrina y lactoferrina no solo a través del sideróforo alcaligina sino 







Figura 4.1: Modelo de la adquisición de hierro a partir de transferrina y lactoferrina por B. 
pertussis: B. pertussis es capaz de adquirir hierro a partir del complejo Fe-transferrina (Tf) y Fe-lactoferrina 
(Lf) a través el sideróforo alcaligina que, a su vez, es capturado por el receptor de membrana externa FauA 
y transportado a través del periplasma hacia el citoplasma por la proteína AfuA. Alternativamente, el hierro 
complejado en la Tf o Lf puede ser capturado por las catecolaminas del huésped (como la norepinefrina) 
que luego se unen a receptores de membrana externa BfrD y BfrE. El transportador de Fe de este sistema a 
través del periplasma aún no ha sido identificado. La alcaligina y la norepinefrina pueden realizar un 
mecanismo aditivo en la captura de hierro a partir de Tf/Lf. ME: membrana celular externa. P: periplasma. 
MI: membrana celular interna. C: citoplasma. 
 
En el estudio del proteoma de B. pertussis intracelular presentado en el Capítulo 
3 se observó que los niveles de expresión de los receptores BfrD y BfrE están 
incrementados significativamente en respuesta al ambiente intracelular en todos los 
tiempos post infección analizados, sugiriendo que señales químicas presentes en el 
entorno fagosomal inducen la expresión de estos receptores. Este resultado mostró por 
primera vez una condición de entorno en la cual BfrD y BfrE se expresan en niveles 





involucradas en la captura de hierro, sólo estos receptores presentaron un aumento 
significativo de expresión en las bacterias intracelulares sugiriendo que podrían tener un 
rol relevante durante esta fase. Esta suposición está avalada por resultados previos de 
nuestro grupo que señalan que B. pertussis tiene acceso a transferrina exógena dentro del 
fagosoma [12] y por la capacidad de estas células inmunes de sintetizar catecolaminas 
[13]. En este contexto, en el presente capítulo se estudió el rol de BfrD y BfrE en la fase 















4.2.1. Obtención de una cepa de B. pertussis defectiva en la expresión de los 
receptores BfrD y BfrE 
Dado que se encontró que los receptores BfrD y BfrE de B. pertussis aumentan su 
expresión en localización intracelular se decidió analizar el rol de estos transportadores 
en la sobrevida intracelular de este patógeno. Para ello, se construyó un doble mutante 
defectivo en BfrD y BfrE. Se decidió construir un doble mutante debido a la posible 
función redundante de estos receptores. Como se mencionó anteriormente, para impedir 
el crecimiento de B. bronchiseptica a expensas catecolaminas y transferrina es necesario 
inactivar todos los posibles receptores de catecoles, eliminando simultáneamente los 
genes que codifican para BfrA, BfrD y BfrE [8]. B. pertussis no posee el receptor BfrA, 
pero sí BfrD y BfrE con una elevada similitud de secuencia con dichos receptores de B. 
bronchiseptica, indicando una posible redundancia de funciones entre ambos [10]. La 
estrategia de mutagénesis elegida consistió en un sistema de intercambio alélico que es 
una adaptación del publicado por Inatsuka y col. [14], detallada en Materiales y Métodos 
(Capítulo 2). Dado que los genes bfrD y bfrE se encuentran adyacentes en el genoma de 
B. pertussis, se construyó un único plásmido, pSS4245∆bfrDE, conteniendo las regiones 
circundantes homólogas a ambos genes para eliminarlos simultáneamente. Utilizando la 
estrategia descripta anteriormente, los genes que codifican a los receptores BfrD y BfrE 
fueron eliminados por recombinación homóloga. En la Figura 4.2 se muestra el análisis 
por PCR para discriminar entre clones salvajes y mutantes realizado con cebadores que 
amplifican el entorno genómico de bfrDE de las colonias de B. pertussis obtenidas 
después de dos recombinaciones homólogas con el vector pSS4245∆bfrDE. La región del 









Figura 4.2: Obtención de una cepa de B. pertussis defectiva en BfrDE. Electroforesis en gel de 
agarosa de amplificaciones por PCR con los cebadores bfrDE-CF y bfrDE-CR que amplifican la región 
genómica que contiene a bfrDE para discriminar entre clones salvajes y clones mutantes de las colonias 
obtenidas después de dos recombinaciones homólogas con el vector pSS4245∆bfrDE. Los clones en las 
calles sin subrayar muestran la amplificación esperada para una región genómica salvaje de bfrDE (wt; 
aprox. 5 kb) y los clones en las calles subrayadas muestran la amplificación esperada para una región 
genómica mutante por eliminación de bfrDE (∆; aprox. 0,5 kb). La calle wt contiene una amplificación 
por PCR a partir de una muestra de ADN genómico de B. pertussis Tohama cepa salvaje. La calle ∆ 
contiene una amplificación por PCR a partir del plásmido pSS4245∆bfrDE. M: marcador de peso 
molecular.  
 
4.2.2. Construcción de una cepa mutante complementada en la expresión de los 
receptores BfrD y BfrE 
Como estrategia de complementación se decidió construir un plásmido 
duplicativo en B. pertussis, pBBR1MCS-bfrDE, que contuviera los genes que codifican 
para BfrD y BfrE junto con sus respectivas secuencias promotoras y terminadoras de la 
transcripción. En la Figura 4.3 se muestra un análisis por PCR con cebadores que 
amplifican los genes bfrDE de un clon obtenido luego de conjugar este plásmido a la cepa 
mutante ∆bfrDE para obtener una cepa complementada en la expresión de estos 
receptores. Se obtuvo la amplificación esperada para bfrDE en la cepa salvaje y 
complementada, mientras que no se obtuvo amplificación en la cepa mutante para bfrDE 
(Figura 4.3).  
  













Figura 4.3: Obtención de una cepa complementada en la expresión de BfrDE. Electroforesis 
en gel de agarosa de los productos de amplificación por PCR con los cebadores bfrDE-CF y bfrDE-CR que 
amplifican los genes bfrDE de las cepas salvaje (wt), mutante en bfrDE (∆bfrDE) y cepa complementada 
con el plásmido pBBR1MCS-bfrDE (pBBR-bfrDE). M: marcador de peso molecular.  
 
4.2.3. Caracterización de la cinética de crecimiento in vitro de las cepas mutante 
∆bfrDE y cepa mutante complementada 
Se analizó la cinética de crecimiento en medio de cultivo estándar (SS) de la cepa 
salvaje, la cepa mutante ∆bfrDE y la cepa complementada pBBR-bfrDE. No se 
observaron diferencias significativas entre ellas, indicando que la mutación de BfrDE no 
afectó el crecimiento in vitro de B. pertussis (Figura 4.4). 
 
 
Figura 4.4: La ausencia de expresión de BfrDE no afecta el crecimiento de B. pertussis en 
medio SS. B. pertussis cepa salvaje (wt), mutante en bfrDE (∆bfrDE) y cepa complementada con el 
plásmido pBBR1MCS-bfrDE (pBBR-bfrDE) fueron cultivadas en medio SS líquido y el crecimiento 
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4.2.4. Análisis del rol de los receptores BfrD y BfrE en la sobrevida intracelular de 
B. pertussis en macrófagos humanos 
Para analizar si los receptores BfrD y BfrE están involucrados en la sobrevida 
intracelular de B. pertussis se realizó una infección de macrófagos THP-1 con la cepa 
salvaje, con la cepa mutante ∆bfrDE y la cepa mutante defectiva complementada. Como 
la primera etapa de la infección involucra la adhesión bacteriana al macrófago, seguido 
de la fagocitosis de la bacteria para lograr su internalización, y dado que estos parámetros 
deben ser tenidos en cuenta para comprar resultados de sobrevida intracelular, se decidió 
analizar si existían diferencias en estos parámetros entre las cepas utilizadas. Mediante el 
uso de microscopía de fluorescencia se observó que tanto el nivel de adhesión a células 
THP-1 como el de fagocitosis no difirieron significativamente entre las cepas, sugiriendo 
que los receptores BfrD y BfrE no están involucrados en ninguno de estos procesos 












Figura 4.5: Los receptores BfrD y BfrE no están involucrados en la adhesión ni en la 
fagocitosis de B. pertussis por macrófagos THP-1. A) Células THP-1 fueron diferenciadas a macrófagos 
con PMA durante 24 h y posteriormente incubadas con B. pertussis (Rib/c 100) cepa salvaje (wt), mutante 
en bfrDE (∆bfrDE) o cepa complementada con el plásmido pBBR1MCS-bfrDE (pBBR-bfrDE) durante 
2 h. Luego las células fueron lavadas y fijadas con paraformaldehído. El número de bacterias extracelulares 
(rojas y verdes) e intracelulares (verdes) fue discriminado con doble marcación fluorescente y cuantificado 
mediante microscopía de fluorescencia. Los núcleos de las células THP-1 fueron teñidos de azul con DAPI. 
Se muestran imágenes representativas de un experimento de tres independientes B) Bacterias totales (rojas 
y verdes) adheridas por célula. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de bacterias/célula 
respecto a la cepa salvaje (wt). Se muestran la media ± DE de tres experimentos independientes. C) 
Porcentaje de fagocitosis (bacterias verdes × 100 / bacterias totales) por célula. Se muestra la media ± 














































Posteriormente, se determinó la sobrevida intracelular de las distintas cepas a 
diferentes tiempos post infección. Se observó que la sobrevida intracelular de la cepa 
mutante ∆bfrDE no difirió significativamente de la cepa salvaje ni de la complementada 
a las 3 horas post infección en células THP-1 (Figura 4.6), sugiriendo que los receptores 
BfrD y BfrE no son necesarios para las etapas tempranas de infección. Sin embargo, la 
sobrevida intracelular de la cepa mutante ∆bfrDE fue significativamente menor que la de 
la cepa salvaje o la cepa complementada a las 24 horas post infección, indicando que estos 
receptores contribuyen de manera significativa a la sobrevida de B. pertussis en células 
THP-1. Dado que la sobrevida intracelular de la cepa complementada en la expresión de 
BfrDE fue similar a la de la cepa salvaje en todos los tiempos analizados, se puede afirmar 
que la disminución en la sobrevida del mutante ∆bfrDE se debe a la falta de expresión de 
estos receptores y no a un efecto polar causado por la mutación realizada (Figura 4.6). 
Es interesante destacar que a las 48 horas post infección no se encontraron diferencias 
significativas en la sobrevida intracelular de ninguna de las cepas estudiadas. 
 
Figura 4.6: Los receptores BfrD y BfrE están involucrados en la sobrevida intracelular de 
B. pertussis en macrófagos THP-1. Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA durante 24 h y 
posteriormente incubadas con B. pertussis (Rib/c 100) cepa salvaje (wt), mutante en bfrDE (∆bfrDE) o 
mutante defectiva complementada con el plásmido pBBR1MCS-bfrDE (pBBR-bfrDE) durante 2 h. 
Después de tres lavados, las células fueron incubadas durante 1 h con polimixina B para inactivar las 
bacterias extracelulares y el número de UFC de B. pertussis por célula fue determinado a los distintos 
tiempos post infección. El número de bacterias viables por célula fue calculado dividiendo el número de 
UFC por el número de macrófagos. La sobrevida intracelular fue referida al número de bacterias vivas por 
célula a las 3 h post infección. La polimixina B se mantuvo durante todo el tiempo de infección. Los datos 
representan la media ± DE de tres experimentos independientes. La sobrevida intracelular de la cepa 
mutante ∆bfrDE difiere significativamente de la sobrevida de las otras dos cepas a las 24 h post infección 































4.2.5. Estudio de la importancia de los receptores BfrD y BfrE en la sobrevida 
intracelular de B. pertussis en células del epitelio respiratorio 
Estudios previos indican que B. pertussis no sólo es capaz de sobrevivir en 
macrófagos humanos, sino que también persiste en células del epitelio respiratorio, otro 
tipo celular relevante en el sitio de infección y potencial nicho de persistencia [15]. Los 
mecanismos de persistencia en este tipo celular y particularmente los sistemas de captura 
de nutrientes involucrados en la supervivencia bacteriana se desconocen. Dado que los 
receptores BfrD y BfrE promueven la sobrevida intracelular en macrófagos, se evaluó si 
también están involucrados en la persistencia en células epiteliales del tracto respiratorio. 
Para ello se empleó la línea celular 16HBE14o-, establecida a partir de epitelio bronquial 
de un humano sano [16]. Esta línea celular resulta particularmente adecuada para el 
estudio de la interacción patógeno-hospedador por conservar características del epitelio 
pulmonar primario que le dio origen, como el crecimiento polarizado, entre otras [16]. 
Con este fin se realizaron infecciones con B. pertussis cepa salvaje y con la cepa mutante 
∆bfrDE, en paralelo. En primer lugar, tal como se hizo en la infección de macrófago, se 
analizó si la eliminación de los receptores BfrD y BfrE afecta la internalización de la 
bacteria y por lo tanto el número de bacterias intracelulares iniciales. Mediante el uso de 
microscopía de fluorescencia se determinó que el nivel de adhesión e internalización a las 
células epiteliales no fue significativamente diferente entre las cepas, sugiriendo que los 
receptores BfrD y BfrE no estarían involucrados en este proceso inicial de la infección 















Figura 4.7: Los receptores BfrDE no están involucrados en la adhesión ni en la 
internalización de B. pertussis en células del epitelio respiratorio. A) Células 16HBE14o- fueron 
incubadas con B. pertussis (Rib/c 30) cepa salvaje (wt) o mutante en bfrDE (∆bfrDE) durante 3 h. Luego 
las células fueron lavadas y fijadas con paraformaldehído. El número de bacterias extracelulares (rojas y 
verdes) e intracelulares (verdes) fue discriminado con doble marcación fluorescente y cuantificado 
mediante microscopía de fluorescencia. Los núcleos de las células 16HBE14o- fueron teñidos de azul con 
DAPI. Se muestran imágenes representativas de un experimento de dos independientes. B) Bacterias totales 
(rojas y verdes) adheridas por célula. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de 
bacterias/célula respecto a la cepa salvaje (wt). Los datos representan la media ± DE de dos experimentos 
independientes. C) Bacterias intracelulares (bacterias verdes × 100 / bacterias totales) por célula. Los 
datos representan la media ± DE de dos experimentos independientes. 
 Ensayos de sobrevida intracelular mostraron que la sobrevida de la cepa mutante 
∆bfrDE en células epiteliales no fue significativamente diferente de la cepa salvaje a 
tiempos cortos post infección (Figura 4.8). Sin embargo, la sobrevida intracelular de la 
cepa mutante ∆bfrDE fue menor comparada con la cepa salvaje a las 24 hs post 
infección, alcanzando niveles con diferencias estadísticamente significativas a las 48 hs 
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relevantes para la persistencia intracelular de B. pertussis en células del epitelio 
respiratorio. 
 
Figura 4.8: Los receptores BfrDE están involucrados en la sobrevida intracelular de B. 
pertussis en células del epitelio respiratorio. Células 16HBE14o- fueron incubadas con B. pertussis (Rib/c 
30) cepa salvaje (wt) o mutante en bfrDE (∆bfrDE) durante 3 h. Después de tres lavados, las células fueron 
incubadas durante 1 h con polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares y el número de UFC de 
B. pertussis por ml fue determinado a los distintos tiempos post infección. La polimixina B se mantuvo 
durante todo el tiempo de infección. Los datos representan la media ± DE de dos experimentos 
independientes. La sobrevida intracelular de la cepa mutante ∆bfrDE difiere significativamente de la cepa 
salvaje a las 48 h post infección (*p<0,05; Test t de Student) 
 
4.2.6. Caracterización de señales que inducen la expresión de los receptores BfrD y 
BfrE 
 Los estudios descriptos en este trabajo indican que los receptores BfrD y BfrE no 
sólo son inducidos en localización intracelular (Capítulo 3) sino que también son 
relevantes en la persistencia intracelular de B. pertussis tanto en macrófagos como en 
células epiteliales. En un intento por discernir las señales ambientales que podrían estar 
involucradas en la inducción de la expresión de estos receptores, B. pertussis fue cultivada 
bajo diferentes condiciones de estrés que podrían simular las encontradas en localización 
intracelular y el nivel de expresión de estos receptores fue determinado mediante RT-
qPCR. En particular, se evaluó el efecto de la limitación de hierro [17] y la presencia de 
niveles de pH ligeramente ácidos, característicos de los endosomas tempranos donde B. 
pertussis sobrevive [18]. Como control se incluyó el estudio de la expresión del receptor 
irp1-3 que es regulado positivamente tanto por limitación de hierro [17] como por 
entornos ácidos [19]. La Figura 4.9 muestra que el gen bfrD es regulado positivamente 





















condiciones simultáneas no genera un efecto sinérgico o aditivo en los niveles de 
expresión. En cambio, el receptor bfrE se encuentra regulado positivamente por 
limitación de hierro y negativamente por entornos ácidos (Figura 4.9). Cabe destacar que 
la presencia simultánea de ambas condiciones de estrés produjo un aumento significativo 
en la expresión de bfrE. Asimismo, el gen irp1-3 se encontró regulado positivamente 
tanto por limitación de hierro como por entornos ácidos, como fue demostrado 
previamente [17, 19]. 
 
Figura 4.9: Las condiciones de acidez y la disponibilidad de hierro regulan la expresión de 
los genes bfrD y bfrE. B. pertussis fue cultivada en exceso (SS) o limitación (SS-Fe) de hierro y en distintas 
condiciones de pH (pH 7,6 y pH 6,0). El nivel de expresión de los receptores de hierro bfrD, bfrE e irp1-3 
fue determinado mediante RT-qPCR en fase exponencial. Se utilizó el gen rpoD como gen de referencia y 
la condición SS pH 7,6 como condición control. El nivel de expresión fue determinado utilizando el método 
de diferencias del ciclo umbral (–ΔΔCt). Valores positivos de este parámetro indican sobrexpresión con 
respecto a la condición control, mientras que valores negativos indican disminución de la expresión. El 
nivel de expresión de los genes analizados fue significativamente diferente de su respectivo control a pH 
7,6 en exceso de hierro (*p<0,05; Test de ANOVA).  
 Los receptores BfrD y BfrE están potencialmente involucrados en la captura de 
hierro a través de norepinefrina por B. pertussis. Por este motivo, se decidió analizar si la 
presencia de este neuroquímico afecta la expresión de estos receptores, en un mecanismo 
de inducción por presencia de sustrato. Para ello, B. pertussis fue cultivada en exceso o 
limitación de hierro y en presencia o ausencia de norepinefrina, y la expresión de los 
genes bfrD y bfrE fue evaluada mediante RT-qPCR. Como control de la limitación de 
hierro se analizó también el nivel de expresión de dos genes regulados positivamente por 















































presencia de norepinefrina no afectó significativamente la expresión de ninguno de los 
receptores analizados, indicando que este neuroquímico no está involucrado en la 
inducción de bfrD o bfrE, en las condiciones experimentales utilizadas de este ensayo. 
   
Figura 4.10: La presencia del neuroquímico norepinefrina no modifica la expresión de los 
genes bfrD ni bfrE. B. pertussis fue cultivada en exceso (SS) o limitación de hierro (SS-Fe) y en presencia 
de norepinefrina 1 µM (+NE) o en ausencia de este neuroquímico. El nivel de expresión de los receptores 
de hierro bfrD, bfrE, afuA e irp1-3 fue determinado mediante RT-qPCR en fase exponencial. Se utilizó el 
gen rpoD como gen de referencia y la condición SS como condición control. El nivel de expresión fue 
determinado utilizando el método de diferencias del ciclo umbral (–ΔΔCt). Valores positivos de este 
parámetro indican sobreexpresión con respecto a la condición control, mientras que valores negativos 
indican disminución de la expresión. El nivel de expresión de los genes analizados en limitación de hierro 
con o sin el agregado de NE fue significativamente diferente de su respectivo control en exceso de hierro 














































Los mecanismos de captura de hierro son un factor determinante en la capacidad 
de un patógeno para colonizar a su huésped y causar enfermedad [20]. B. pertussis posee 
dos transportadores, BfrD y BfrE, que podrían estar involucrados en la captura de hierro 
de las glicoproteínas transferrina y lactoferrina utilizando como intermediario las 
catecolaminas del huésped [11]. A pesar de la potencial relevancia de este mecanismo de 
captura en la patogénesis de B. pertussis, no hay estudios que hayan demostrado la 
funcionalidad de estos receptores. Los resultados de proteómica presentados en el 
Capítulo 3 mostraron que B. pertussis aumenta la expresión de los receptores BfrD y 
BfrE en el estadio intracelular en macrófagos, sugiriendo que podrían ser relevantes para 
la adquisición de hierro dentro de células del hospedador. A partir de los resultados 
presentados en este capítulo, se puede concluir que los receptores BfrD y BfrE están 
involucrados en la persistencia de B. pertussis dentro de macrófagos y células epiteliales 
respiratorias. En este contexto, los resultados presentados sugieren que B. pertussis 
intracelular tendría acceso no sólo a transferrina, como había sido demostrado 
previamente [12], sino también a compuestos del tipo de las catecolaminas eventualmente 
producidos por el huésped. En este sentido, varios estudios demuestran que las células 
inmunes, incluidos los macrófagos, son capaces de sintetizar y secretar catecolaminas, así 
como también pueden incorporarlas a partir del medio extracelular [13]. Si bien no hay 
estudios que reporten la localización intracelular de las catecolaminas en los macrófagos, 
este proceso fue estudiado profundamente en neuronas, en las cuales se demostró que la 
norepinefrina es sintetizada en vesículas intracelulares a partir de dopamina por la enzima 
dopamina-β-hidroxilasa, que posteriormente es liberada al medio extracelular por tráfico 
intracelular y fusión con la membrana plasmática neuronal [21]. Asimismo, la 
norepinefrina extracelular puede ser incorporada al citoplasma de la neurona mediante el 
transportador SLC6A2 [22] y posteriormente cargada en vesículas intracelulares [23]. En 
caso de que el mecanismo de síntesis, secreción y captación de catecolaminas en 
macrófagos sea similar a lo que ocurre en neuronas, se puede especular que tanto la 
norepinefrina sintetizada por estas células inmunes como la capturada del medio 
extracelular pueden ser transportadas en vesículas intracelulares que eventualmente se 
fusionarán con el fagosoma que contiene a B. pertussis, tal como ocurre con otros 





B. pertussis intracelular estaría en contacto tanto con la transferrina, que sería la fuente 
primaria de hierro, como con la norepinefrina, la cual podría funcionar como un 
sideróforo exógeno de captura de hierro, que finalmente sería incorporado por la bacteria 
utilizando los receptores BfrD y BfrE.  
La plasticidad fenotípica de los macrófagos constituye una característica 
importante de este linaje celular [24]. En respuesta a señales ambientales estas células 
inmunes pueden diferenciarse en dos fenotipos diferentes denominados M1 y M2. Esta 
división, si bien es simplificada ya que hay un espectro amplio de posibles estados de 
activación de los macrófagos [25], separa dos de las principales actividades de estas 
células inmunes [26]. Los macrófagos M1 tienen mayor capacidad bactericida y están 
involucrados en el daño tisular ya que producen cantidades elevadas de especies reactivas 
de nitrógeno y oxígeno [24]. Por otro lado, los macrófagos M2 promueven la 
remodelación y reparación de los tejidos, y tienen funciones inmunoregulatorias, lo que 
los hace menos bactericidas [24]. Dentro de estas diferencias es importante resaltar que 
se ha demostrado que la polarización a macrófagos M2, pero no a M1, resulta en un 
aumento en la síntesis y secreción de la catecolamina norepinefrina al medio de cultivo 
[27, 28]. Resultados previos de nuestro grupo han demostrado que la infección por B. 
pertussis produce en los macrófagos un aumento de la expresión de SOCS1 y una 
disminución de la expresión de SOCS3, resultando en una proporción SOCS1/SOCS3 
elevada, característica de un fenotipo M2 [29, 30]. Esta polarización a un fenotipo M2, 
además de generar un ambiente más permisivo para la sobrevida bacteriana [29], estaría 
induciendo a los macrófagos a sintetizar mayores niveles de norepinefrina, que 
favorecería la captura de hierro por B. pertussis a través de los receptores BfrD y BfrE. 
De esta manera, al inducir un fenotipo M2 en los macrófagos que infecta, B. pertussis no 
solo genera un nicho intracelular más propicio por la menor actividad bactericida de este 
fenotipo de macrófagos, sino también porque induce un aumento en la disponibilidad de 
intermediarios involucrados en la captura de un nutriente vital y de difícil acceso, como 
es el hierro. Resultados recientes de nuestro grupo (aún no publicados) que muestran una 
mayor sobrevida de B. pertussis en macrófagos polarizados al fenotipo M2 en 
comparación con macrófagos M1 apoyan esta hipótesis. 
Otro tipo celular ampliamente utilizado por patógenos intracelulares para producir 
infecciones persistentes son las células del epitelio respiratorio. Estas células no están 





tanto más favorables para el establecimiento de infecciones intracelulares. Sin embargo, 
al no ser células fagocíticas profesionales, los patógenos en general deben realizar un 
mecanismo activo para promover su internalización por este tipo celular, en un proceso 
denominado invasión, generalmente al manipular el citoesqueleto de la célula huésped 
mediante proteínas efectoras [31]. Existen diferentes patógenos que ingresan al 
organismo a través de las vía aéreas, se adhieren e invaden células del epitelio respiratorio 
y sobreviven en localización intracelular por períodos variables, entre los que se 
encuentran Mycoplasma pneumoniae [32], Burkholderia cepacia [33], Haemophilus 
influenza [34], Mycobacteruim tuberculosis [35], Francisella tularensis [36], Bacillus 
anthracis [37] y Legionella pneumophila [38]. La mayoría de estos microorganismos 
establecen nichos replicativos dentro de la célula epitelial. Otros, aunque no replican en 
localización intracelular, dependen de períodos intracelulares para establecer infecciones 
persistentes o para poder diseminarse a otros sitios de infección en el huésped. Existen 
evidencias que indican que el epitelio respiratorio podría constituir un reservorio 
intracelular de B. pertussis [39]. Trabajos previos mostraron la capacidad de B. pertussis 
de ser internalizada por células epiteliales in vitro [40-42]. Asimismo, autopsias de casos 
fatales de tos convulsa mostraron que este patógeno es capaz de ser internalizado por 
varios tipos celulares humanos in vivo, incluidas las células epiteliales respiratorias [43]. 
Trabajos previos de nuestro grupo demostraron que B. pertussis es capaz de ser 
internalizada por células del epitelio respiratorio in vitro en un mecanismo dependiente 
del ensamblado de microtúbulos, la integridad de las balsas lipídicas (lipid rafts) y la 
activación de vías de señalización mediadas por tirosina quinasas de la célula huésped 
[15]. En estos estudios se demostró, además, que las bacterias permanecen viables durante 
días en localización intracelular con la capacidad de repoblar el medio extracelular [15].  
A pesar de la potencial relevancia de la sobrevida intracelular de B. pertussis 
dentro de células epiteliales, poco se sabe de los mecanismos que utiliza la bacteria para 
persistir dentro de este tipo celular, en especial los mecanismos que utiliza para adquirir 
nutrientes dentro de las mismas. En este capítulo se presentan resultados que muestran el 
rol de los receptores BfrD y BfrE en la persistencia intracelular de B. pertussis en células 
del epitelio respiratorio, indicando que podrían estar involucrados en la adquisición de 
hierro en el estadio intracelular en este tipo celular. A diferencia de las células inmunes, 
no hay estudios que demuestren que las células del epitelio respiratorio sean capaces de 





la captura de hierro por los receptores BfrD y BfrE. Las únicas células epiteliales de las 
cuales se ha demostrado la capacidad de síntesis de estas catecolaminas son las células 
del epitelio amniótico, un tipo de célula madre [44]. Estos resultados cuestionan si el 
intermediario químico que utilizan los receptores BfrD y BfrE en localización intracelular 
para obtener hierro sean las catecolaminas nombradas anteriormente. Es posible que el 
intermediario que utilicen estos receptores en células epiteliales sea otro compuesto, 
producido por el huésped o la bacteria, que contenga un grupo catecol en su estructura. 
En efecto, resultados previos muestran que B. bronchiseptica utiliza los receptores BfrD 
y BfrE para obtener hierro no solo a partir de los intermediarios epinefrina y norepinefrina 
sino también a partir de otros neuroquímicos del huésped, como dopamina y levodopa 
(L-DOPA) [8]. Además, estos receptores pueden capturar hierro a partir del sideróforo 
bacteriano enterobactina y su producto de degradación, la 2,3-dihidroxibenzoilserina 
(DHBS) [8]. Todos estos compuestos comparten la característica de poseer un grupo 
catecol en su estructura química (Figura 4.11). Otras moléculas producidas por el 
huésped que contienen un grupo catecol y que potencialmente podrían ser intermediarios 
de la captura de hierro por BfrD y BfrE son el ácido 4,5-dihidroxifenilacético (DOPAC) 
y el dihidroxifeniletilenglicol (DOPEG) (Figura 4.11). Estos compuestos se generan a 
partir de la degradación de dopamina y norepinefrina por la enzima L-monoamino 
oxidasa A en conjunto con las enzimas aldehído deshidrogenasa y/o aldosa reductasa [45]. 
La enzima monoamino oxidasa A se encuentra presente en el tejido pulmonar [46, 47], 
indicando que tanto el DOPAC como el DOPEG podrían estar en contacto con B. 
pertussis en su estadio intracelular dentro de células del epitelio respiratorio, y que 






Figura 4.11: Compuestos catecoles posiblemente utilizados por los receptores BfrD y BfrE 
de B. pertussis. A) Vía de síntesis y degradación de catecolaminas. L-DOPA: levodopa. AADC: L-
aminoácido aromático descarboxilasa. DBH: dopamina β-hidroxilasa. PNMT: feniletanolamina N-
metiltransferasa. DOPAC: ácido 4,5-dihidroxifenilacético. DOPEG: dihidroxifeniletilenglicol. MAO: L-
monoamino oxidasa. AD: aldehído deshidrogenasa. AR: aldosa reductasa. B) Sideróforo enterobactina y 
su producto de degradación 2,3-dihidroxibenzoilserina (DHBS). 
 
Los resultados presentados en este capítulo representan los primeros que describen 
el uso de la línea celular 16HBE14o- como modelo in vitro para evaluar la sobrevida 
intracelular de B. pertussis en células del epitelio respiratorio. Esta línea celular fue 
establecida a partir de epitelio bronquial de un humano sano, mediante la transfección 
con el genoma del virus SV40 defectivo en la replicación [16]. Las células 16HBE14o- 
retienen la morfología y funciones de células epiteliales diferenciadas, incluyendo el 
crecimiento polarizado, la presencia de uniones estrechas y cilios, la resistencia 
transepitelial y el flujo direccional de iones [16]. El crecimiento polarizado en esta línea 
celular es particularmente importante debido a que determina la existencia de una 
membrana basolateral y una membrana apical, cada una con un conjunto determinado de 
receptores en su superficie. El tipo de receptores determina la especificidad y el resultado 
de la interacción célula-patógeno [48-50]. Por esta razón la polarización es 
particularmente importante en el estudio de la interacción de patógenos con células del 
epitelio respiratorio. Los estudios realizados previamente para analizar la interacción 







presentan crecimiento polarizado, como son las células A549 [41] y HeLa [51]. En estos 
estudios el porcentaje de internalización y persistencia intracelular fue menor que el 
observado en este estudio con la línea celular 16HBE14o-. Este resultado podría deberse 
al distinto origen de cada línea o, más probablemente, a que la línea celular 16HBE14o- 
retiene mayores características de células primarias que las otras líneas celulares 
nombradas, como es el crecimiento polarizado [16]. Resultados no publicados de nuestro 
grupo indican que B. pertussis se adhiere e internaliza en las células 16HBE14o- 
fundamentalmente a través de la cara basolateral, probablemente por la presencia de 
receptores de la membrana celular específicos, potencialmente ausentes en las líneas 
celulares A549 y HeLa. 
Dado que los estudios presentados en este capítulo para evaluar el rol de los 
receptores BfrD y BfrE en la sobrevida intracelular de B. pertussis fueron realizados con 
una cepa mutante defectiva en ambos genes, no es posible afirmar si ambos receptores 
son requeridos por esta bacteria para persistir intracelularmente o si la expresión de solo 
uno de ellos es suficiente. Como el gen que codifica el receptor BfrD surgió 
evolutivamente a partir de una duplicación del gen BfrE [11], y dada la elevada similitud 
de secuencia de aminoácidos entre ellos, se puede especular que cumplen funciones 
redundantes. Además, la expresión individual de BfrD o BfrE en una cepa mutante de B. 
bronchiseptica carente de todos los receptores de catecoles (BfrA, BfrD y BfrE) 
restablece el fenotipo de promoción de crecimiento por norepinefrina en limitación de 
hierro y presencia de transferrina, confirmando la existencia de redundancia de funciones 
entre estos receptores [8], una situación que podría ser equivalente en B. pertussis. 
En relación a la regulación de la expresión de BfrD y BfrE, estudios previos 
indicaron que la expresión de BfrD es controlada por el sistema de dos componentes 
BvgAS y que es expresado únicamente por bacterias que se encuentran en fase virulenta 
(Bvg+). Por el contrario, se ha demostrado que la expresión de BfrE es independiente del 
sistema de dos componentes BvgAS [52, 53]. Estos estudios indican, en concordancia 
con nuestros resultados, que estos receptores tienen diferentes mecanismos de regulación 
y que responden a diferentes señales del entorno. Se han publicado resultados 
controversiales con respecto a la regulación por hierro de estos transportadores, 
existiendo trabajos que muestran una represión a nivel transcripcional por limitación de 
hierro de ambos genes [11], mientras que otros trabajos, incluidos resultados de nuestro 





en las mismas condiciones [54]. En efecto, en este capítulo se presentan resultados que 
indican que la limitación de hierro produce un aumento en la expresión de los receptores 
BfrD y BfrE a nivel transcripcional. La discrepancia con resultados publicados 
previamente se debe muy probablemente a diferencias en los métodos de cultivo 
utilizados para lograr la limitación en hierro de B. pertussis. Cabe señalar que la 
limitación de hierro en nuestro esquema experimental es comprobada a través de la 
detección de producción de sideróforos por la bacteria. Además, en los ensayos de 
evaluación de la expresión génica de BfrD y BfrE se utilizó como control interno la 
determinación de la expresión del transportador IRP1-3, cuya expresión aumentó como 
fue reportado previamente tanto en condiciones de limitación de hierro [17] como en 
ambientes con pH ligeramente ácido [19]. Asimismo, en el estudio del proteoma 
intracelular de B. pertussis presentado en el Capítulo 3, se encontró que la expresión de 
BfrD y BfrE aumenta en fase intracelular. Los resultados presentados en este capítulo 
muestran que un entorno ligeramente ácido produce un aumento en la expresión del gen 
bfrD y que la baja disponibilidad de hierro induce la expresión de bfrD y bfrE, dos 
condiciones que podrían ser encontradas en el entorno intrafagosomal que habita B. 
pertussis. En conjunto, estos resultados sugieren que el pH ambiental así como de la 
disponibilidad de hierro podrían ser señales que B. pertussis percibe para desencadenar 
una serie de adaptaciones al entorno intracelular, tal como ocurre en otros patógenos [55, 
56].  
B. pertussis posee otros sistemas de captura de hierro además de los receptores 
BfrD y BfrE, como son la captura mediada por el sideróforo alcaligina [57], la captura 
por el xenosideróforo enterobactina [58] y la incorporación de hierro derivado de grupos 
hemo [59]. Cada uno de estos sistemas se expresa diferencialmente en respuesta a la 
disponibilidad de la fuente de hierro que capturan mediante un mecanismo que implica 
reguladores positivos inducibles por sustrato [60]. De esta manera, B. pertussis asegura 
la expresión de cada sistema de forma diferencial de acuerdo a la fuente de hierro 
disponible de modo de priorizar la expresión de los sistemas más efectivos, adaptándose 
así al entorno encontrado en el hospedador. Por este motivo, se decidió estudiar si la 
norepinefrina, un posible sustrato del sistema BfrD/BfrE, era capaz de modificar la 
expresión de estos genes. Los resultados mostraron que la presencia de norepinefrina no 
modificó la expresión de bfrD ni bfrE, sugiriendo que, o bien la transcripción de estos 





no es un intermediario de captura de éstos. También es posible que las condiciones de 
cultivo utilizadas no sean las indicadas para evidenciar una inducción de la expresión de 
estos genes por la presencia de norepinefrina. Por otro lado, es interesante destacar que la 
presencia de neuroquímicos, como la norepinefrina, produce en las bacterias cambios 
fenotípicos que no están relacionados con el metabolismo de hierro. Por ejemplo, se ha 
demostrado que la norepinefrina activa el sensor QseC del sistema de respuesta de dos 
componentes QseBC de Escherichia coli enterohemorrágica O157:H7, involucrado en el 
control de la expresión de varios genes de virulencia de esta bacteria y que este efecto 
puede ser inhibido por bloqueadores β-adrenérgicos [61]. Asimismo, la epinefrina y la 
norepinefrina inducen la expresión del factor OspA implicado en la colonización de 
garrapatas por Borrelia burgdorferi, el agente causal de la enfermedad de Lyme [62]. La 
presencia de norepinefrina, por otro lado, induce la expresión de genes relacionados con 
el SST3 de Vibrio parahaemolyticus, cuyos efectores inducen citotoxicidad en las células 
del hospedador [63]. Queda por investigar si la presencia de neuroquímicos regula 
mecanismos de virulencia de B. pertussis que pudieran influir en la patogénesis de esta 
bacteria. 
B. pertussis puede obtener el hierro secuestrado por las glicoproteínas transferrina 
y lactoferrina a través del sideróforo alcaligina y posiblemente también a partir de las 
catecolaminas sintetizadas por el huésped, en un mecanismo que involucraría los 
receptores BfrD y BfrE. El receptor de membrana externa FauA de B. pertussis es el 
encargado de capturar la alcaligina una vez que la misma se ha unido al hierro [64]. El 
hierro tomado por FauA de la alcaligina es a su vez derivado exclusivamente al receptor 
periplásmico AfuA, que transporta este ion al citoplasma de la bacteria [65]. El análisis 
del proteoma intracelular de B. pertussis indica que la expresión de AfuA disminuye 
fuertemente a tiempos cortos post infección y a tiempos tardíos no es posible detectar esta 
proteína, sugiriendo el apagado de este gen en estadio intracelular (Capítulo 3). No es 
posible especular sobre la posible síntesis de alcaligina en el estadio intracelular de B. 
pertussis ya que en el estudio proteómico no se identificó ninguna de las proteínas 
involucradas en la síntesis de este sideróforo, como así tampoco del receptor FauA. Sin 
embargo, en caso de que B. pertussis secrete alcaligina en estadio intracelular como 
estrategia para poder capturar el hierro contenido en las glicoproteínas transferrina y 
lactoferrina, el hierro capturado por este sideróforo no podría ser incorporado 





las estrategias de los macrófagos para limitar el crecimiento de patógenos es la síntesis 
de lipocalina-2, una proteína que captura sideróforos bacterianos [66, 67]. Es posible 
especular que la presencia de lipocalina-2 en el nicho intracelular de B. pertussis sea el 
motivo evolutivo por el cual AfuA, y presuntamente también la síntesis de alcaligina, esté 
apagada en el estadio intracelular. Si hubiera producción de sideróforos éstos podrían ser 
interceptados por esta proteína del huésped. Por el contrario, la capacidad de utilizar las 
catecolaminas del huésped como xenosideróforos a través de BfrD y BfrE parece una 
característica evolutiva beneficiosa y acorde a los resultados encontrados en este trabajo 
en el que se observan niveles elevados de expresión de ambos receptores en el estadio 
intracelular y evidencia de que cumplen un rol en este proceso infeccioso. En suma, al 
utilizar como sideróforos moléculas sintetizadas por el propio huésped como las 
catecolaminas B. pertussis contrarresta este mecanismo de defensa de los macrófagos. 
Si bien en este capítulo se han caracterizado a los receptores BfrD y BfrE como 
posibles receptores de hierro a partir de catecolaminas en el estadio intracelular de B. 
pertussis, también es posible que sean funcionales en su estadio extracelular. En 
situaciones de estrés, como la infección, hay en un aumento sustancial de catecolaminas 
presentes en el espacio pulmonar, debido al extensivo flujo de sangre y la abundancia de 
inervaciones de nervios noradrenérgicos en este órgano [1]. Estas catecolaminas 
secretadas al medio extracelular podrían ser utilizadas por B. pertussis para obtener el 
hierro de la lactoferrina, la principal glicoproteína secuestrante de hierro de las 
secreciones pulmonares, o bien de la transferrina una vez que se haya producido suficiente 
daño a nivel del epitelio respiratorio por causa de la infección. 
Es interesante destacar que los receptores BfrD y BfrE parecen no ser necesarios 
para la persistencia intracelular de B. pertussis a tiempos tardíos de infección en 
macrófagos. Es posible que esta bacteria, a través de proteínas efectoras, sea capaz de 
inhibir los mecanismos de retención de hierro de los macrófagos, con lo cual a tiempos 
largos post infección su sobrevida no esté limitada por la disponibilidad de este nutriente. 
Estudios previos han demostrado que los patógenos intervienen en la homeostasis del 
hierro en las células que infectan favoreciendo así su acceso a este nutriente. Por ejemplo, 
la infección de fibroblastos humanos con el parásito Toxoplasma gondii [68] o la 
infección de macrófagos con las bacterias intracelulares Ehrlichia chaffeensis [69], 
Ehrlichia sennetsu, [69], Francisella tularensis [70] o Coxiella burnetii [71] produce un 





mecanismo dependiente de la viabilidad de estos patógenos. Asimismo, el aumento 
observado en los niveles de TfR en los macrófagos infectados por F. tularensis o C. 
burnetii produce a su vez un aumento en los niveles celulares de hierro, incrementando 
así la disponibilidad de este nutriente [70, 71]. Nuestro grupo ha demostrado que B. 
pertussis es capaz de inhibir la respuesta bactericida y proinflamatoria de los macrófagos 
infectados, principalmente a partir de la acción de las toxinas pertussis (PT) y adenilato 
ciclasa (CyaA) [29]. Actualmente se están llevando a cabo estudios para analizar si esta 
manipulación de la respuesta del macrófago también involucra los mecanismos de 
retención de hierro, con el posible aumento en los niveles disponibles de este nutriente y 
su relación con la cinética de infección intracelular. 
Otra explicación a la falta de diferencias encontradas a tiempos tardíos post 
infección en macrófagos entre la cepa salvaje y mutante en BfrD/BfrE podría ser que la 
cepa ΔbfrDE se adapte al ambiente intracelular encontrado en macrófagos a través de la 
eventual expresión de otros sistemas de captura de hierro que podrían compensar la falta 
de BfrD/BfrE. En este sentido, estudios previos indican que el transportador de hierro 
IRP1-3 es activado en un entorno ligeramente ácido [19], como el encontrado dentro del 
fagosoma que contiene a B. pertussis. Si bien los estudios de proteómica no demostraron 
un aumento significativo en la expresión de este receptor en bacterias intracelulares, se 
identificó la expresión de IRP1-3 a las 48 h post infección, sugiriendo una expresión tardía 
de este receptor en el entorno intracelular que avalaría la hipótesis anteriormente 
mencionada. Asimismo, se debe tener en cuenta que el estudio proteómico corresponde a 
la adaptación intracelular de la cepa salvaje y es posible que este mecanismo 
compensatorio ocurra en mayor medida en situaciones donde el sustrato que capturan 
BfrD/BfrE no se encuentre disponible. En este contexto, en el siguiente capítulo se analiza 









Los resultados presentados en este capítulo indican que los receptores de hierro 
BfrD y BfrE están involucrados en la persistencia intracelular de B. pertussis en 
macrófagos y en células del epitelio respiratorio de origen humano. Asimismo, sugieren 
que esta bacteria utiliza mecanismos compensatorios para la captura de hierro en ausencia 
de BfrD/BfrE durante su persistencia en macrófagos. Por último, se observó que los genes 
que codifican para los receptores BfrD y BfrE están regulados por la disponibilidad de 
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5. Análisis del rol del transportador de hierro periplásmico 
IRP1-3 en la infección intracelular de B. pertussis 
 
5.1. Introducción 
El hierro es un elemento fundamental para la mayoría de los organismos vivos ya 
que es cofactor de un gran número de enzimas involucradas en procesos celulares diversos 
que incluyen la transferencia de electrones, la respiración celular, la duplicación del ADN, 
el transporte de oxígeno y la protección contra el estrés oxidativo [1, 2]. Como excepción 
a la necesidad de hierro se encuentra Borrelia burgdorferi, el agente causal de la 
enfermedad de Lyme, un microrganismo que no necesita hierro para su crecimiento ya 
que es capaz de sustituirlo por manganeso en sus metaloenzimas [3]. La utilidad biológica 
del hierro reside en su capacidad de alternar entre los estados de oxidación ferroso (Fe2+) 
y férrico (Fe3+) [4]. De esta manera, puede ser utilizado como un catalizador redox, 
aceptando o donando electrones, según sea necesario. El hierro también es responsable 
de generar toxicidad celular ya que puede catalizar la reacción de Fenton a partir de 
intermedios reactivos de oxígeno, que se generan por la actividad metabólica celular, para 
generar radicales hidroxilo altamente reactivos que dañan los lípidos, el ADN y las 
proteínas [4]. Por lo tanto, la concentración y distribución del hierro debe ser controlado 
de manera precisa por los seres vivos. Aunque el hierro es abundante en la Tierra, su 
solubilidad es muy baja a pH fisiológico en ambientes aeróbicos, esto se debe a que la 
presencia de oxígeno convierte rápidamente el hierro Fe3+, altamente soluble en agua, en 
hidratos de óxido de hierro Fe2+, extremadamente insolubles [2]. Debido a su baja 
solubilidad y a su potencial toxicidad, los seres vivos han evolucionado mecanismos 
diversos para poder captar este metal de forma eficiente y almacenarlo en forma segura. 
La mayoría del hierro presente en los vertebrados se encuentra quelado en la proteína de 
almacenamiento de hierro intracelular ferritina o formando parte del grupo hemo como 
un cofactor de la hemoglobina o la mioglobina. A su vez, en el medio extracelular, las 
proteínas transferrina y lactoferrina unen hierro con una afinidad muy elevada, 
determinando que la cantidad de hierro disponible para las bacterias invasoras sea mucho 
menor de lo que se requiere para promover su crecimiento [1]. Estos mecanismos activos 





zinc y manganeso, forman parte de una de las primeras líneas de defensa del huésped 
contra la infección bacteriana denominada inmunidad nutricional [5].  
Para sobrevivir y competir, los microorganismos poseen múltiples estrategias para 
obtener hierro y estos sistemas son esenciales para la patogenicidad bacteriana [2, 6]. Se 
conocen cuatro tipos de estrategias de adquisición de hierro en microrganismos: la captura 
mediada por sideróforos, la expresión de receptores de grupos hemo, la expresión de 
receptores de transferrina o lactoferrina, y los sistemas de adquisición de Fe2+ libre. Los 
sideróforos son compuestos quelantes de hierro de bajo peso molecular que son 
secretados por las bacterias y se unen a Fe3+ con una afinidad que supera a la transferrina 
y la lactoferrina [7]. El complejo sideróforo-hierro posee un tamaño que impide su 
difusión a través de las porinas presentes en la membrana externa de las bacterias Gram-
negativas, por lo que el transporte de este complejo hacia el interior de la célula es 
mediado a través de receptores específicos de membrana externa dependientes de la 
energía proporcionada por el complejo TonB-ExbB-ExbD [8]. El periplasma de bacterias 
Gram-negativas carece de ATP o gradientes iónicos que puedan impulsar el transporte a 
través de la membrana externa. El sistema TonB-ExbB-ExbD utiliza la energía del 
gradiente electroquímico generada en la membrana interna para producir una 
remodelación mecánica de los receptores de membrana externa dependientes de TonB y 
promover el transporte de sideróforos hacia el periplasma bacteriano [8, 9]. En el 
periplasma, el complejo sideróforo-hierro es reconocido y transportado al citoplasma 
principalmente por transportadores ABC. Estos sistemas están constituidos por una 
proteína periplásmica de unión a sustrato, que reconoce al complejo sideróforo-hierro y 
lo transfiere a una permeasa presente en la membrana citoplasmática encargada de 
transportar el complejo al citoplasma utilizando la energía de una proteína asociada con 
función ATPasa [10]. Alternativamente, los sideróforos pueden ser transportados por 
permeasas presentes en la membrana citoplasmática dependientes de la fuerza protón-
motriz [2, 11, 12]. Una vez en el citoplasma, el Fe3+ de los sideróforos se libera a través 
de la degradación enzimática de los mismos o mediante la reducción del hierro unido a 
Fe2+, por el cual los sideróforos tiene baja afinidad [7]. Otro mecanismo para la liberación 
de hierro de los sideróforos recientemente caracterizado en Pseudomonas aeruginosa 
consiste en la reducción del hierro unido al sideróforo pioverdina directamente en el 
periplasma. Las proteínas periplásmicas FpvC y FpvF se unen al complejo pioverdina-





al citoplasma a través del transportador FpvCDE de tipo ABC [2, 13, 14]. En este 
mecanismo el sideróforo no ingresa al citoplasma y es liberado al medio extracelular para 
ser reutilizado [15]. 
Es importante destacar que si bien los receptores de complejos sideróforo-hierro 
de membrana externa son específicos para el sideróforo que capturan, el transporte del 
complejo sideróforo-hierro del periplasma al citoplasma mediado por transportadores 
ABC es más flexible en cuanto a especificidad de sustrato [8]. Por ejemplo, a pesar de 
que Escherichia coli K-12 posee seis receptores de sideróforo-hierro de membrana 
externa, sólo posee tres transportadores ABC periplásmicos de unión a estos complejos. 
En efecto, el receptor FhuD periplásmico de E. coli interacciona específicamente con el 
complejo formado entre el hierro y los grupos hidroxamato presentes en diversos 
sideróforos, sin intervenir el resto de la estructura del sideróforo en esta interacción. Esto 
permite a este receptor periplásmico reconocer varios tipos de sideróforos de tipo 
hidroxamato. Esta situación parece más extrema en P. aeruginosa, cuyo genoma codifica 
para 35 receptores de membrana externa de sideróforos-hierro pero sólo para 4 
potenciales transportadores ABC [8]. 
Otra estrategia utilizada por microrganismos para captar hierro en el hospedador 
es la adquisición de grupos hemo. El primer paso en el transporte de hemo incluye la 
unión de hemo, hemoglobina o complejos de hemoglobina-haptoglobina, a receptores de 
membrana externa dependientes de TonB. El hemo luego es extraído de la hemoglobina 
y transferido a una proteína periplásmica de unión a grupos hemo asociada con un 
transportador de la familia ABC que interviene en la translocación del mismo al 
citoplasma. Además de los receptores unidos a la superficie, algunas bacterias producen 
proteínas secretadas que unen hemo, que se conocen como hemóforos y son 
funcionalmente análogas a los sideróforos [16]. Una vez que se unen al hemo, los 
hemóforos son reconocidos por los receptores específicos de membrana externa y el hemo 
se internaliza. Tras la translocación al citoplasma bacteriano, el hemo se degrada 
enzimáticamente con la consiguiente liberación de hierro. 
Algunas bacterias también expresan receptores para proteínas de unión a hierro 
del hospedador, como es el caso de los receptores de transferrina y lactoferrina 
encontrados en Neisseria spp., Moraxella catarrhalis y Haemophilus influenzae [17, 18]. 





el Fe3+ unido a las mismas, que luego es transportado a través de la membrana externa 
hacia el periplasma.  
Por último, las bacterias también cuentan con transportadores de Fe2+, que puede 
ser incorporado sin el uso de intermediarios debido a que este estado de oxidación es 
relativamente soluble [19]. La estabilidad del estado Fe2+ es favorecida en condiciones 
anaeróbicas o de pH ácido [19]. Se han descripto al menos tres clases diferentes de 
transportadores de Fe2+ en bacterias patógenas de mamíferos: el sistema Feo [19], los 
sistemas de tipo Yfe / Sit (algunos de los cuales también transportan Mn2+) [20], y los 
sistemas FtrABCD, EfeUOB y FetMP compuestos por ortólogos de la permeasa de hierro 
eucariótica Ftr1p [21, 22]. Los sistemas de transporte de Fe2+ son requeridos para la 
colonización del huésped por Escherichia coli K-12 [23] y Salmonella Typhimurium 
[24], que habitan el ambiente anaeróbico del intestino, y por Helicobacter pylori [25], 
que coloniza el entorno acídico del estómago. Otro ambiente donde los patógenos pueden 
encontrar hierro ferroso libre es el entorno intracelular de las células del huésped. Debido 
a que el citosol contiene agentes reductores tales como glutatión, puede existir hierro libre 
en la forma ferrosa [26]. A pesar que la mayor parte del hierro dentro de la célula se 
encuentra en complejos, lo que determina una concentración baja de hierro ferroso 
intracelular libre, varios patógenos dependen de la actividad de transportadores de Fe2+ 
para su sobrevida o replicación intracelular, como es el caso de Shigella flexneri [27], 
Yersinia pestis [28], Legionella pneumophila [29], Campylobacter jejuni [30], 
Francisella tularensis [31] y Brucella abortus [32].  
Los huéspedes han evolucionado mecanismos de respuesta que interfieren con los 
sistemas de captura de hierro de los patógenos y limitan así su crecimiento. En respuesta 
a la presencia de un patógeno se exacerban los mecanismos de retención de hierro [33]. 
Por ejemplo, la activación de los macrófagos del huésped por la citoquina IFN-ɤ, inducida 
generalmente en un proceso infeccioso, limita la disponibilidad de hierro a las bacterias 
que habitan compartimentos fagosomales dentro de estas células inmunes. Esto ocurre 
debido a que esta citoquina reprime la expresión de receptores de transferrina (TfR), que 
incorpora hierro a la célula, en la superficie de los macrófagos [34] y estimula al 
transportador DMT-1 para exportar cationes divalentes, incluido el hierro, fuera de los 
compartimentos fagosomales [35]. El IFN-ɤ también estimula la expresión del exportador 
de hierro Ferroportina-1 que provoca un aumento en el eflujo de hierro fuera de los 





Asimismo, la activación de macrófagos por esta citoquina aumenta la producción de 
Lipocalina-2, una proteína que captura sideróforos bacterianos [36, 38]. Se ha demostrado 
que la infección por B. pertussis tanto en humanos como en un modelo de infección de 
babuinos cursa con una respuesta proinflamatoria caracterizada por niveles elevados de 
IL-17 e IFN-ɤ [39-41]. Por este motivo, es probable que durante la infección del huésped 
B. pertussis interaccione con macrófagos activados por estas citoquinas proinflamatorias. 
Tal como fue mencionado en la Introducción (Capítulo 1), B. pertussis posee 
varios sistemas que permiten la adquisición de hierro en el hospedador (Figura 5.1). Entre 
ellos se encuentra la producción del sideróforo alcaligina [42], el sistema de captura de 
xenosideróforos Bfe [43], el sistema de captura de hemo Bhu [44], los receptores de 
catecolaminas BfrD y BfrE [45], y el sistema Ftr de captura de Fe2+ que incluye al 
transportador IRP1-3 [46] (Figura 5.1). El análisis del genoma de B. pertussis indica que 
este microrganismo carece de genes que codifiquen receptores para lactoferrina o 
transferrina [47]. Sin embargo, este patógeno es capaz de capturar el hierro unido a estas 
proteínas a través del sideróforo alcaligina y probablemente también a través de las 
catecolaminas del huésped, según los estudios detallados en el capítulo anterior y 
resultados de otros grupos [45, 48, 49]. Los sistemas de captura de hierro que utilizan 
alcaligina, xenosideróforos o los transportadores de Fe3+ libre convergen en un receptor 
periplasmático denominado AfuA (o FbpA), que es parte de un sistema de la familia ABC 
requerido para transportar este metal desde los receptores de membrana externa hacia el 
citoplasma [50, 51] (Figura 5.1). En lo que se refiere a los receptores BfrD y BfrE, aún 
no se ha identificado el receptor periplásmico que transporta el hierro que capturan de las 







Figura 5.1. Sistemas de captura de hierro presentes en B. pertussis. B. pertussis sintetiza el 
sideróforo tipo hidroxamato alcaligina, que es liberado al medio extracelular a través de la permeasa de 
membrana interna AlcS y a una porina de membrana externa. El complejo alcaligina-hierro es capturado 
por el receptor de membrana externa FauA. Asimismo, B. pertussis puede capturar xenosideróforos como 
la enterobactina a partir del receptor de membrana externa BfeA. El Fe3+ libre ingresa al periplasma de B. 
pertussis a través de porinas presentes en la membrana externa. La proteína periplásmica AfuA captura el 
Fe3+ proveniente de FauA, BfeA y las porinas. En conjunto con la permeasa FbpB de membrana interna y 
la ATPasa FbpC, AfuA transporta el Fe3+ periplásmico al citoplasma. B. pertussis puede capturar grupos 
hemo a través del receptor de membrana externa BhuR. El hemo es transportado del periplasma al 
citoplasma por el sistema BhuTUV de la familia de transportadores ABC. El Fe2+ ingresa al periplasma de 
B. pertussis a través de porinas, en donde es capturado por el sistema FtrABCD (FtrA o IRP1-3), que 
transporta el hierro al citoplasma en un mecanismo que involucra la oxidación del hierro a Fe3+. Los 
receptores BfrD y BfrE capturan complejos hierro-catecolaminas. El transportador periplásmico asociado 
a BfrD y BfrE no ha sido identificado. Los receptores de membrana externa FauA, BfeA, BhuR, BfrD y 
BfrE utilizan la energía provista por el complejo TonB-ExbB-ExbD para transportar sus sustratos al 
periplasma (no se muestra). ME: membrana externa. P: periplasma. MI: membrana interna. C: citoplasma. 
El receptor IRP1-3 fue identificado por primera vez por nuestro grupo en un 
estudio del proteoma de B. pertussis cultivada en limitación de hierro [52]. 
Posteriormente, Brickman y col. nombraron a esta proteína como FtrA puesto que 
encontraron que forma parte de un sistema transportador de Fe2+ codificado en el operón 
ftrABCD de B. pertusiss [46]. Según sus resultados, IRP1-3 o FtrA es miembro de una 
familia de proteínas periplásmicas bacterianas cuya función estaría relacionada con el 
transporte de alta afinidad de hierro ferroso. FtrB es una proteína hipotética con un 





podría funcionar como una ferroxidasa en el transporte de hierro ferroso análoga a la de 
la proteína EfeO, que contiene un dominio de cupredoxina N-terminal homólogo a FtrB, 
y se requiere para el transporte de hierro a través del sistema de transporte de hierro 
ferroso EfeUOB de E. coli O157: H7 [21, 53]. La homología de secuencias sugiere que, 
al igual que EfeUOB, el sistema IRP1-3 / FtrABCD podría oxidar el Fe(II) a Fe(III) en el 
periplasma previo a su transporte hacia el citoplasma. IRP1-3 y FtrB tienen péptidos señal 
en sus respectivas secuencias que sugiere una localización periplásmica, aunque 
resultados de nuestro grupo indican que al menos IRP1-3 está parcialmente expuesta en 
la membrana externa [54]. FtrC es una proteína de membrana interna hipotética de la 
familia transportadora de hierro ferroso dependiente de oxidasa (OFeT) [55], y es similar 
a la proteína de permeasa de transporte de hierro Ftr1p de S. cerevisiae y al transportador 
de hierro ferroso EfeU de E. coli. FtrD es una poliferredoxina 4Fe-4S que probablemente 
medie la oxidación de FtrB para restaurar su capacidad ferroxidasa. La Figura 5.2 
muestra el posible mecanismo de funcionamiento del transportador IRP1-3 / FtrABCD 
de B. pertussis. 
 
Figura 5.2. Modelo hipotético para la utilización del hierro ferroso dependiente del sistema 
IRP1-3 / FtrABCD. El hierro ferroso se internaliza a través de porinas en la membrana externa y es 
capturado por la proteína IRP1-3 (también llamada FtrA) de unión a hierro ferroso en el periplasma. IRP1-
3 podría estar expuesta en parte en la membrana externa (no se muestra). El hierro ferroso es oxidado por 
la proteína tipo cupredoxina FtrB, y el hierro férrico se transfiere a la permeasa FtrC para su translocación 
a través de la membrana citoplásmica. Los electrones liberados a través de la oxidación del hierro ferroso 
pasan de FtrB al grupo 4Fe-4S de la poliferredoxina FtrD, que los transfiere a un aceptador de electrones 
citoplasmático. ME: membrana externa. P: periplasma. MI: membrana interna. C: citoplasma. Adaptado de 





La expresión del sistema de captura IRP1-3 / FtrABCD se induce en limitación de 
hierro [52, 56] o en entornos con pH ácido [46]. Esta última condición favorece la 
estabilidad del estado de oxidación Fe(II). Según Brickman y col., IRP1-3 es el único 
sistema de captura de hierro de alta afinidad funcional en B. pertussis a valores de pH 6,0 
o inferiores [46]. Las condiciones de acidez que B. pertussis encuentra en el entorno in 
vivo durante la infección están poco caracterizadas, pero según nuestros resultados, 
sobrevive intracelularmente en fagosomas con características de endosomas tempranos 
[57] en los que el pH es cercano a 6,0 [58]. En este contexto cabe suponer que este sistema 
de captura podría tener un rol importante en el estadio de persistencia intracelular de esta 
bacteria. Como se ha mencionado anteriormente, varios patógenos dependen de sistemas 
de captura de hierro (II) para poder establecer infecciones intracelulares exitosas [27-32]. 
Dentro de estos patógenos cabe destacar el caso de Brucella abortus, dado que posee un 
sistema de captura de hierro (II) homólogo al sistema de captura IRP1-3 / FtrABCD de 
B. pertussis, que fue encontrado inducido durante la infección intracelular en macrófagos 
por un estudio proteómico reciente [59]. Además, se ha demostrado que el sistema 
FtrABCD es necesario para la infección del huésped y duplicación intracelular en 
macrófagos de B. abortus [32]. 
Resultados previos de nuestro grupo han demostrado la presencia de anticuerpos 
que reconocen a IRP1-3 en sueros de humanos infectados con B. pertussis, sugiriendo 
que esta proteína se encuentra expresada durante la infección [52]. Asimismo, nuestro 
grupo ha demostrado que el uso de IRP1-3 como un antígeno vacunal protege contra la 
colonización por B. pertussis [54] y, por último, IRP1-3 se encuentra conservada en 
aislados clínicos de esta bacteria [54]. Su conservación a lo largo de décadas de evolución 
sugiere que esta proteína tiene un rol importante en el desarrollo de la infección por este 
patógeno. 
Los estudios del proteoma de B. pertussis aislada de compartimientos 
intracelulares presentados en el Capítulo 3 mostraron un aumento en la abundancia de 
los transportadores BfrD y BfrE (involucrados en la adquisición de hierro en un 
mecanismo dependiente de transferrina y catecolaminas) y del transportador de Fe2+ 
IRP1-3, indicando que este último receptor también podría estar involucrado en la 
sobrevida intracelular de esta bacteria. Asimismo, los resultados presentados en el 
Capítulo 4 sugieren que los receptores de membrana externa BfrD y BfrE no son los 





encontró que, si bien a tiempos cortos de infección la sobrevida de mutantes defectivos 
en estos genes se ve significativamente disminuida respecto a la cepa salvaje en 
macrófagos, a tiempos largos post infección el rol de estos receptores parece ser menos 
relevante, no encontrándose diferencias significativas en la sobrevida intracelular. Si bien 
no hemos determinado las causas de este fenómeno, se puede especular que a tiempos 
largos de infección la cepa mutante ΔbfrDE utiliza o induce la expresión de otros sistemas 
de captura de hierro que podrían compensar la falta de BfrD/BfrE. La expresión de IRP1-
3 en bacterias que han permanecido 48 horas en localización intracelular sugiere que este 
receptor podría tener un rol en la captura de hierro a tiempos tardíos de infección. En este 
contexto, en el presente capítulo se describirán los estudios realizados para evaluar esta 
hipótesis y determinar si IRP1-3 está involucrado en la sobrevida de B. pertussis dentro 








5.2.1. El pH ambiental regula la expresión de los transportadores periplásmicos de 
hierro en B. pertussis 
Los patógenos bacterianos Gram-negativos utilizan sistemas de adquisición de 
hierro que involucran proteínas presentes en la membrana externa, que transportan el 
hierro capturado del medio extracelular al periplasma, y sistemas de transporte 
adicionales involucrados en el transporte de hierro del periplasma al citoplasma a través 
de la membrana interna. En B. pertussis se han caracterizado hasta el momento 
únicamente dos sistemas de transporte encargados de movilizar el hierro del periplasma 
al citoplasma: un sistema que involucra al transportador AfuA, específico de hierro (III), 
y un sistema que incluye al transportador IRP1-3, involucrado en la captura de hierro (II). 
Los resultados del estudio del proteoma presentados en el Capítulo 3 indican que los 
niveles de AfuA disminuyen en B. pertussis, pudiendo ser detectada únicamente en las 
bacterias extracelulares (Tabla Anexa 1). Por el contrario, IRP1-3 se detectó únicamente 
en las bacterias intracelulares a las 48 h post infección sugiriendo que hay un aumento en 
la expresión de esta proteína a medida que la infección progresa. Esta regulación de los 
transportadores de hierro periplásmicos de B. pertussis podría estar relacionada con el 
entorno intracelular que encuentra esta bacteria y las fuentes de hierro disponibles. 
Estudios previos indican que B. pertussis intracelular habita compartimentos con 
características de endosomas tempranos [57], que tendrían un pH ligeramente ácido. A 
este pH la estabilidad del estado de oxidación hierro (II) se ve favorecida por sobre el 
estado hierro (III) y la expresión del transportador de hierro (II) IRP1-3 aumenta [46]. En 
este contexto cabe esperar los resultados obtenidos en el Capítulo 3 que sugieren un 
aumento de la expresión de IRP1-3 en el estadio intracelular de B. pertussis. La 
disminución de AfuA por su parte puede ser esperable en el contexto del bajo pH que 
favorece el Fe(II) sobre el Fe(III), pero se desconoce si el pH es un regulador de este 
receptor. Para evaluar esta posibilidad, B. pertussis fue cultivada in vitro en medios con 
pH neutro o ácido y en condiciones de exceso o limitación de hierro. La expresión de 
AfuA fue determinada mediante RT-qPCR e inmunoblot. Se encontró que la expresión 
de AfuA se induce en limitación de hierro (Figura 5.3), como había sido demostrado 
previamente [50, 60], pero disminuye cuando las bacterias fueron cultivadas a pH 6,0 





ligeramente ácido inhibe la expresión de AfuA. Asimismo, se observó que la expresión 
de IRP1-3 aumenta tanto en limitación de hierro como en estas condiciones de acidez 





Figura 5.3: Regulación de la expresión de AfuA por disponibilidad de hierro y pH ambiental. 
A) B. pertussis fue cultivada en exceso (SS) o en limitación de hierro (SS-Fe) a pH 7,6 ó 6,0 y muestras de 
ARN fueron tomadas para analizar la expresión de irp1-3 y afuA por RT-qPCR. El gen rpoD fue utilizado 
como control de estandarización y la condición SS pH 7,6 se utilizó como condición control. El nivel de 
expresión fue calculado utilizando el método -ΔΔCt [61]. Valores positivos de este parámetro indican 
sobrexpresión con respecto a la condición control (SS pH 7,6), mientras que valores negativos indican 
disminución de la expresión. El nivel de expresión de los genes analizados fue significativamente diferente 
de su respectivo control en SS con exceso de hierro y pH 7,6 (*p<0,05; Test t de Student). B) B. pertussis 
fue cultivada en exceso (SS) o en limitación de hierro (SS-Fe) a pH 7,6 ó 6,0 y muestras de proteínas 
bacterianas fueron analizadas por inmunoblot revelado con suero anti-AfuA; anti-IRP1-3 o anti-Pertactina 
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La modulación de la expresión de AfuA e IRP1-3 por pH coincide con los 
resultados encontrados en la caracterización del proteoma de B. pertussis intracelular 
(Capítulo 3) y sugiere que, tal como se especulaba, esta bacteria enfrenta un entorno 
levemente ácido en su estadio intracelular, en el cual IRP1-3 podría tener un rol relevante 
en la adquisición de hierro. 
 
5.2.2. Construcción de una cepa de B. pertussis mutante defectiva en la expresión del 
receptor IRP1-3 
 
Con el fin de poder analizar la relevancia del transportador de Fe2+ IRP1-3 en la 
persistencia intracelular de B. pertussis se decidió construir una cepa defectiva en la 
expresión de este receptor utilizando una estrategia equivalente a la descripta en el 
Capítulo 4. Para ello, se construyó el plásmido pSS4245∆irp1-3 conteniendo la 
secuencia del gen irp1-3 con una eliminación interna, junto con regiones circundantes 
homólogas a ambos extremos de la misma. En la Figura 5.4A se muestra el análisis por 
PCR realizado con cebadores que amplifican el entorno genómico de irp1-3, para 
discriminar entre clones salvajes y mutantes de las colonias obtenidas después de dos 
recombinaciones homólogas con el plásmido pSS4245∆irp1-3. La región del genoma que 
incluye la eliminación fue secuenciada confirmando que la misma era la esperada. En la 
Figura 5.4B se muestra un análisis por PCR usando cebadores específicos para el gen 
irp1-3, en donde no se observa amplificación de este gen en los clones mutantes 









   
Figura 5.4: Obtención de una cepa mutante por eliminación de IRP1-3. A) Electroforesis en 
gel de agarosa de amplificaciones por PCR con los cebadores irp1-3-5F y irp1-3-3R que amplifican el 
entorno genómico de irp1-3 para discriminar entre clones salvajes y clones mutantes de las colonias 
obtenidas después de dos recombinaciones homólogas con el vector pSS4245∆irp1-3. Los clones en las 
calles sin subrayar muestran la amplificación esperada para una región genómica salvaje de irp1-3 (wt; 
aprox. 1,5 kb) y los clones en las calles subrayadas muestran la amplificación esperada para una región 
genómica mutante por eliminación de irp1-3 (∆; aprox. 1 kb). M: marcador de peso molecular. N: control 
negativo. B) Electroforesis en gel de agarosa de amplificaciones por PCR usando los cebadores irp1-3-CF 
y irp1-3-CR (específicos para el gen irp1-3) de la cepa salvaje (wt) y mutantes en irp1-3 (∆; clones 1, 4 y 
6). Se obtuvo la amplificación esperada para irp1-3 en la cepa salvaje (aprox. 0,6 kb) mientras que no se 
obtuvo amplificación en las cepas mutantes para irp1-3. M: marcador de peso molecular. 
 
Para confirmar la ausencia de expresión de IRP1-3, la cepa salvaje parental y la 
cepa mutante Δirp1-3 fueron cultivadas en exceso y limitación de hierro y se obtuvieron 
muestras de proteínas celulares. Mediante inmunoblot se confirmó la ausencia de 
expresión de IRP1-3 en la cepa mutante, mientras que en la cepa salvaje se detectó la 
presencia de este transportador tanto en exceso como en limitación de hierro (Figura 5.5). 
Además, se observó un aumento de la expresión de esta proteína en limitación de hierro, 
tal como se esperaba según resultados previos de nuestro grupo [52, 56].  
  






















Figura 5.5: La cepa mutante Δirp1-3 no expresa la proteína IRP1-3. A) B. pertussis cepa 
salvaje (wt) y cepa mutante en IRP1-3 (∆irp1-3) fueron cultivadas en medio SS en exceso (SS) o ausencia 
de hierro (SS-Fe). Cantidades equivalentes de bacterias cultivadas en las distintas condiciones fueron 
lisadas y las muestras proteicas obtenidas fueron separadas mediante electroforesis desnaturalizante 
SDS-PAGE. Posteriormente las proteínas fueron transferidas a membranas PVDF y se detectó la proteína 
IRP1-3 utilizando anticuerpos de ratón anti-IRP1-3 seguido de incubación con anticuerpos de cabra anti-
IgG de ratón conjugados con fosfatasa alcalina y NBT/BCIP como sustrato de reacción. B) Como control 
de carga, las muestras proteicas utilizadas en el inmunoblot presentado en el panel A fueron separadas por 
electroforesis SDS-PAGE y teñidas con Coomassie Blue.  
 
5.2.3. Cinética de crecimiento in vitro de la cepa mutante ∆irp1-3  
Para analizar si la falta de IRP1-3 afecta el crecimiento in vitro de B. pertussis en 
medios sintéticos, se analizó la cinética de crecimiento en medio SS de la cepa salvaje y 
mutante Δirp1-3 (Figura 5.6). No se observaron diferencias significativas en la cinética 
de crecimiento entre las cepas analizadas, sugiriendo que la mutación en irp1-3 no afecta 
el crecimiento de B. pertussis en estas condiciones (Figura 5.6). Este resultado concuerda 
con los obtenidos previamente por otro grupo que indican que la falta de IRP1-3 sólo 
afecta el crecimiento de B. pertussis en condiciones de limitación de hierro y pH 
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Figura 5.6: La ausencia de expresión de IRP1-3 no afecta el crecimiento in vitro de B. 
pertussis. B. pertussis cepa salvaje (wt) o mutante en IRP1-3 (Δirp1-3) fueron cultivadas en medio SS y el 
crecimiento bacteriano fue determinado a distintos tiempos mediante medidas de densidad óptica a 
 650nm (DO650). 
 
5.2.4. Caracterización de la sobrevida intracelular de la cepa ∆irp1-3 en macrófagos 
humanos 
Para analizar si el receptor IRP1-3 está involucrado en la sobrevida intracelular de 
B. pertussis se realizó una infección de macrófagos THP-1 con la cepa salvaje o la cepa 
mutante ∆irp1-3. En primer lugar, se analizó si existían diferencias entre las cepas en la 
adhesión a macrófagos THP-1 y posterior fagocitosis, que constituyen los primeros 
eventos en el proceso de infección. Se observó que tanto el nivel de adhesión a 
macrófagos THP-1 como el de fagocitosis no fueron significativamente diferentes entre 
las cepas, sugiriendo que IRP1-3 no está involucrado en ninguno de estos procesos 
























Figura 5.7: IRP1-3 no está involucrado en la adhesión ni en la fagocitosis de B. pertussis en 
macrófagos THP-1. Células THP-1 diferenciadas con PMA fueron incubadas con B. pertussis (Rib/c 100) 
cepa salvaje (wt) o mutante en irp1-3 (∆irp1-3) durante 2 h y posteriormente fueron lavadas y fijadas con 
paraformaldehído. El número de bacterias extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares (verdes) fue 
discriminado con doble marcación fluorescente y microscopía de fluorescencia. A) Bacterias totales (rojas 
y verdes) adheridas por célula. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de bacterias/célula 
respecto a la cepa salvaje (wt). Se muestran la media ± DE de dos experimentos independientes. B) 
Porcentaje de fagocitosis (bacterias verdes × 100 / bacterias totales) por célula. Se muestra la media ± 
DE de dos experimentos independientes. 
 
Para evaluar el rol de IRP1-3 en la sobrevida intracelular de B. pertussis en 
macrófagos, se diferenciaron células THP-1 con PMA y posteriormente se infectaron con 
la cepa salvaje o la cepa mutante ∆irp1-3. El número de bacterias intracelulares viables 
fue determinado mediante recuento de UFC a diferentes tiempos post infección (Figura 
5.8). En las condiciones de experimentación utilizadas no se observó que la falta de 
expresión de IRP1-3 afecte significativamente la sobrevida intracelular de B. pertussis en 











































Figura 5.8: IRP1-3 no está involucrado en la sobrevida intracelular de B. pertussis en 
macrófagos THP-1. B. pertussis cepa salvaje (wt) o cepa mutante en irp1-3 (∆irp1-3) fueron incubadas 
por 2 h a 37 °C con células THP-1 diferenciadas con PMA (Rib/c 100). Después de tres lavados, las células 
fueron incubadas durante 1 h con polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares y el número de 
UFC de B. pertussis por ml fue determinado a los distintos tiempos post infección. La polimixina B fue 
mantenida durante todo el tiempo del ensayo. Los datos representan la media ± DE de dos experimentos 
independientes.  
 
5.2.5. Estudio del rol de IRP1-3 en la sobrevida intracelular de B. pertussis en 
macrófagos estimulados con IFN-ɤ 
Como se mencionó anteriormente, la infección por B. pertussis produce una 
respuesta proinflamatoria en el huésped caracterizada por la presencia de niveles elevados 
de IFN-ɤ e IL-17 [39-41, 62]. La presencia de estas citoquinas podría alterar la interacción 
de B. pertussis con los macrófagos, modificando la dependencia bacteriana de los 
sistemas de captura de hierro de alta afinidad para establecer una infección intracelular. 
En particular, el IFN-ɤ induce mecanismos de restricción del hierro disponible en la célula 
huésped [34, 37], que podrían interferir en la sobrevida de esta bacteria. Para analizar si 
el transportador de hierro IRP1-3 está involucrado en la sobrevida intracelular de B. 
pertussis bajo estas condiciones, se realizó un ensayo de infección con macrófagos THP-
1 preincubados con IFN-ɤ. Como control del efecto de esta citoquina en las células THP-
1 se evaluó el nivel de expresión en superficie del marcador HLA-DR, cuyos niveles 
aumentan en macrófagos activados por IFN-ɤ [63]. En la Figura 5.9 se muestran 
resultados de citometría de flujo que indican que el tratamiento de los macrófagos THP-
1 con la citoquina IFN-ɤ en las condiciones experimentales utilizadas aumentó los niveles 



























Figura 5.9: La exposición a IFN-ɤ aumenta los niveles de HLA-DR en la superficie de células 
THP-1 diferenciadas a macrófagos. Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA y tratadas durante 24 
h con IFN-ɤ 150 U/ml o incubadas en medio de cultivo celular sin el agregado de IFN-ɤ (Control). Las 
células fueron desprendidas de las placas de cultivo por tratamiento con PBS-EDTA, fijadas con 
paraformaldehído, marcadas con un anticuerpo anti HLA-DR o con el respectivo anticuerpo control de 
isotipo, y analizadas por citometría de flujo. Se muestran histogramas representativos. 
 
En los ensayos de infección se evaluó en primer lugar el efecto del IFN-ɤ en la 
fagocitosis tanto de la cepa salvaje como de la cepa mutante ∆irp1-3. Se observó que el 
tratamiento con IFN-ɤ produjo un aumento estadísticamente significativo en la fagocitosis 
de ambas cepas (Figura 5.10), un efecto que había sido reportado previamente para el 
caso de otros patógenos [64]. No se detectaron diferencias estadísticamente significativas 
en el nivel de fagocitosis de la cepa salvaje y la cepa mutante ∆irp1-3 (Figura 5.10) 
indicando que IRP1-3 no está involucrado en el aumento de la fagocitosis de B. pertussis 
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Figura 5.10: La exposición de los macrófagos THP-1 a IFN-ɤ aumenta la fagocitosis de B. 
pertussis. Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA y tratadas durante 24 h con IFN-ɤ 150 U/ml o 
incubadas en medio de cultivo celular sin el agregado de IFN-ɤ (Control). Posteriormente fueron incubadas 
con B. pertussis (Rib/c 100) cepa salvaje (wt) o mutante en irp1-3 (∆irp1-3) durante 2 h. El número de 
bacterias extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares (verdes) fue discriminado con doble marcación 
fluorescente y cuantificado mediante microscopía de fluorescencia. Porcentaje de fagocitosis (bacterias 
verdes × 100 / bacterias totales) por célula. Se muestra la media ± DE de dos experimentos independientes. 
El porcentaje de fagocitosis en condiciones de estimulación con IFN-ɤ difiere significativamente de su 
respectivo control sin tratar (*p<0,05; Test t de Student). 
 
Los estudios de sobrevida intracelular indicaron que el receptor de hierro IRP1-3 
no está involucrado en la persistencia de B. pertussis en macrófagos estimulados con IFN-
ɤ (Figura 5.11). Por otro lado, teniendo en cuenta que la preincubación con IFN-ɤ 
aumenta la fagocitosis bacteriana en células THP1 (Figura 5.10), se puede considerar 
que a las 3 h post infección existe una tendencia a una menor sobrevida intracelular de B. 
pertussis en macrófagos activados en comparación a macrófagos sin activar (Figura 
5.11), probablemente debido a una mayor capacidad bactericida de la célula huésped. Sin 
embargo, es interesante destacar que esta tendencia se pierde a tiempos tardíos post 
infección, sugiriendo que B. pertussis es capaz de contrarrestar los efectos microbicidas 
























Figura 5.11: IRP1-3 no está involucrado en la sobrevida intracelular de B. pertussis en 
macrófagos THP-1 activados con IFN-ɤ. Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA y tratadas durante 
24 h con IFN-ɤ 150 U/ml o incubadas en medio de cultivo celular sin el agregado de IFN-ɤ (Control). 
Posteriormente, los macrófagos fueron incubados con B. pertussis (Rib/c 100) cepa salvaje (wt) o mutante 
en irp1-3 (∆irp1-3) durante 2 h. Después de tres lavados, las células fueron incubadas durante 1 h con 
polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares y el número de UFC de B. pertussis por ml fue 
determinado a los distintos tiempos post infección. La polimixina B y el IFN-ɤ se mantuvieron durante todo 
el tiempo de infección. Los datos representan la media ± DE de dos experimentos independientes.  
 
 
5.2.6. Efecto de la adaptación a la limitación de hierro sobre la sobrevida 
intracelular de B. pertussis. Rol de IRP1-3 
En limitación de hierro B. pertussis aumenta la expresión del transportador IRP1-
3 en un nivel aproximadamente 50 veces mayor en comparación a condiciones de exceso 
de hierro [46, 52]. Durante la infección in vivo, B. pertussis se encuentra limitada en hierro 
debido a la inmunidad nutricional del hospedador mencionada anteriormente. En este 
contexto, es posible que la sobrevida intracelular sea modificada por esta adaptación y 
que, en este nuevo escenario, IRP1-3 tenga un rol en este mecanismo de patogénesis. Para 
investigar esta hipótesis, se cultivó B. pertussis cepa salvaje y mutante defectiva en IRP1-
3 en limitación de hierro y se analizó la sobrevida intracelular de cada cepa empleando 
macrófagos en reposo o activados previamente por incubación con IFN-ɤ. En estas 
condiciones experimentales no se encontraron diferencias significativas en la fagocitosis 
por células THP-1 entre la cepa salvaje y la cepa mutante ∆irp1-3, sugiriendo 
nuevamente que este transportador de hierro no está involucrado en las etapas iniciales 
de la infección (Figura 5.12). Sin embargo, se observó que el tratamiento con IFN-ɤ 



























resultado similar al encontrado en la infección con B. pertussis en condiciones de exceso 
de hierro (Figura 5.10). 
 
 
Figura 5.12: La exposición de los macrófagos THP-1 a IFN-ɤ aumenta la fagocitosis de B. 
pertussis cultivada bajo limitación de hierro. Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA y tratadas 
durante 24 h con IFN-ɤ 150 U/ml o incubadas en medio de cultivo celular sin el agregado de IFN-ɤ 
(Control). Posteriormente, los macrófagos fueron incubados durante 2 h con B. pertussis (Rib/c 100) cepa 
salvaje (wt) o mutante en irp1-3 (∆irp1-3) cultivadas bajo limitación de hierro (-Fe). El número de 
bacterias extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares (verdes) fue discriminado con doble marcación 
fluorescente y cuantificado mediante microscopía de fluorescencia. Porcentaje de fagocitosis (bacterias 
verdes × 100 / bacterias totales) por célula. Se muestra la media ± DE de dos experimentos independientes. 
El porcentaje de fagocitosis en condiciones de estimulación con IFN-ɤ difiere significativamente de su 
respectivo control sin tratar (*p<0,05; Test de Student). 
 
Con respecto a la persistencia intracelular, no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en la sobrevida entre la cepa salvaje y la cepa mutante 
∆irp1-3 en macrófagos THP-1 utilizando inóculos bacterianos cultivados en limitación 
de hierro, ya sea en condiciones de reposo o en macrófagos incubados con IFN-ɤ (Figura 
5.13). En conjunto, estos resultados indican que bajo estas condiciones experimentales el 
transportador IRP1-3 no es relevante para el establecimiento de infecciones intracelulares 
por B. pertussis en macrófagos (Figura 5.13). Con respecto al efecto del IFN-ɤ en la 
infección intracelular, se encontró un resultado similar al observado previamente 
utilizando inóculos bacterianos cultivados en exceso de hierro (Figura 5.11). Así, a pesar 
del aumento en la fagocitosis observado en los macrófagos activados con IFN-ɤ (Figura 
5.12), se recuperó un numero significativamente menor de B. pertussis viable a las 3 h 
post infección en comparación a las células control, sugiriendo que el IFN-ɤ aumenta la 
capacidad bactericida de los macrófagos a corto plazo (Figura 5.13). No obstante, a las 

























el número de B. pertussis viable recuperadas de macrófagos control en comparación a las 
células activadas con IFN-ɤ, indicando que a tiempos tardíos post infección esta citoquina 
no modifica la persistencia de B. pertussis en este tipo celular (Figura 5.13). 
 
Figura 5.13: La sobrexpresión de IRP1-3 no afecta la sobrevida intracelular de B. pertussis 
en macrófagos THP-1 activados con IFN-ɤ. Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA y tratadas 
durante 24 h con IFN-ɤ 150 U/ml o incubadas en medio de cultivo celular sin el agregado de IFN-ɤ 
(Control). Posteriormente, los macrófagos fueron incubados durante 2 h con B. pertussis (Rib/c 100) cepa 
salvaje (wt) o mutante en irp1-3 (∆irp1-3) adaptadas a la limitación de hierro. Después de tres lavados, las 
células fueron incubadas durante 1 h con polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares y el 
número de UFC de B. pertussis por ml fue determinado a los distintos tiempos post infección. La polimixina 
B y el IFN-ɤ se mantuvieron durante todo el tiempo de infección. Los datos representan la media ± DE de 
dos experimentos independientes. El número de UFC de B. pertussis recuperadas a las 3 h post infección 
en macrófagos estimulados con IFN-ɤ difiere significativamente de su respectivo control sin estimular 
(*p<0,05; Test de ANOVA). 
 
5.2.7. Estudio del rol del transportador IRP1-3 en la sobrevida intracelular de B. 
pertussis en células del epitelio respiratorio 
Como se mencionó previamente, resultados de nuestro grupo indican que las 
células del epitelio respiratorio podrían constituir un reservorio intracelular de B. 
pertussis en el hospedador [65]. Asimismo, estudios previos indican la relevancia de los 
transportadores de hierro ferroso en la persistencia intracelular de varios patógenos en 
células epiteliales [27, 30], indicando que este tipo celular también emplea mecanismos 
de deprivación de hierro que los patógenos bacterianos deberán sobrellevar para persistir. 
Con el fin de analizar si el receptor IRP1-3 está involucrado en la persistencia de B. 
pertussis en células epiteliales, se realizaron infecciones de la línea celular de epitelio 



























Mediante el uso de microscopía de fluorescencia se determinó que el nivel de adhesión e 
internalización bacteriana no difirió significativamente entre las cepas, sugiriendo que el 




Figura 5.14: La falta de expresión del receptor IRP1-3 no afecta la adhesión ni la 
internalización de B. pertussis en células del epitelio respiratorio. Células 16HBE14o- fueron incubadas 
con B. pertussis (Rib/c 30) cepa salvaje (wt) o mutante en irp1-3E (∆irp1-3) durante 3 h. Luego las células 
fueron lavadas y fijadas con paraformaldehído. El número de bacterias extracelulares e intracelulares fue 
discriminado con doble marcación inmunofluorescente y cuantificado mediante microscopía de 
fluorescencia. A) Bacterias totales (rojas y verdes) adheridas por célula. Los resultados fueron expresados 
como el porcentaje de bacterias/célula respecto a la cepa salvaje (wt). Se muestran la media ± DE de dos 
experimentos independientes. B) Porcentaje de invasión (bacterias verdes × 100 / bacterias totales) por 
célula. Se muestra la media ± DE de dos experimentos independientes. 
 
Ensayos de protección al antibiótico polimixina B y recuento de UFC mostraron 
que la sobrevida intracelular de la cepa mutante ∆irp1-3 en células epiteliales no difirió 
significativamente de la cepa salvaje en ninguno de los tiempos de infección analizados. 
Estos resultados indican que este receptor, bajo las condiciones experimentales 
utilizadas, no está involucrado en la adquisición de hierro en el estadio intracelular de 













































Figura 5.15: El receptor IRP1-3 no está involucrado en la sobrevida intracelular de B. 
pertussis en células del epitelio respiratorio. Células 16HBE14o- fueron incubadas con B. pertussis (Rib/c 
30) cepa salvaje (wt) o mutante en irp1-3 (∆irp1-3) durante 3 h. Después de tres lavados, las células fueron 
incubadas durante 1 h con polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares y el número de UFC de 
B. pertussis por ml fue determinado a los distintos tiempos post infección. La polimixina B se mantuvo 
durante todo el tiempo de infección. Los datos representan la media ± DE de dos experimentos 
independientes 
 
5.2.8. Construcción de una cepa de B. pertussis mutante en IRP1-3 y BfrD/BfrE 
 En el Capítulo 4 se demostró que los receptores BfrD y BfrE juegan un rol en la 
persistencia intracelular de B. pertussis a las 24 horas post infección en macrófagos THP-
1. Sin embargo, a las 48 horas post infección no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en la sobrevida intracelular entre la cepa mutante ∆bfrDE 
y la cepa salvaje, posiblemente debido a la expresión de receptores de hierro alternativos 
en la cepa mutante. Para analizar si IRP1-3 está involucrado en este mecanismo de 
compensación, se decidió analizar la sobrevida intracelular de una cepa defectiva tanto 
en BfrD y BfrE como en IRP1-3. Para ello, se construyó una cepa mutante ∆bfrDE ∆irp1-
3 utilizando como cepa parental la cepa ∆bfrDE en la cual se eliminó el gen irp1-3 
utilizando el plásmido pSS4245∆irp1-3. La Figura 5.16 muestra el análisis por PCR de 
las colonias obtenidas luego de dos recombinaciones homólogas con el plásmido 
pSS4245∆irp1-3, que confirmaron la obtención de una cepa mutante por eliminación en 
























Figura 5.16: Obtención de una cepa mutante por eliminación en IRP1-3 y BfrDE. A) 
Electroforesis en gel de agarosa de amplificaciones por PCR con los cebadores irp1-3-5F y irp1-3-3R que 
amplifican la región genómica que contiene a irp1-3 para discriminar entre clones salvajes y clones 
mutantes de las colonias obtenidas después de dos recombinaciones homólogas con el vector 
pSS4245∆irp1-3 utilizando la cepa ∆bfrDE como parental. Los clones en las calles sin subrayar muestran 
la amplificación esperada para una región genómica salvaje de irp1-3 (wt; aprox. 1,5 kb) y los clones en 
las calles subrayadas muestran la amplificación esperada para una región genómica mutante por 
eliminación de irp1-3 (∆; aprox. 1 kb). La calle wt contiene una amplificación por PCR a partir de una 
muestra de ADN genómico de B. pertussis Tohama cepa salvaje. La calle ∆ contiene una amplificación 
por PCR a partir del plásmido pSS4245∆irp1-3. M: marcador de peso molecular. N: control negativo. B) 
Electroforesis en gel de agarosa de amplificaciones por PCR con los cebadores bfrDE-5F y bfrDE-3R que 
amplifican la región genómica que contiene a bfrDE, utilizando como molde ADN genómico de B. pertussis 
cepa salvaje (wt) o de un clon mutante ∆bfrDE ∆irp1-3 elegido al azar (∆∆). La cepa salvaje dio la 
amplificación esperada para un entorno genómico bfrDE de tipo salvaje (wt; aprox. 10 kb) y el mutante 
∆bfrDE ∆irp1-3 la esperada para un entorno mutante por eliminación de bfrDE (∆∆; aprox. 1 kb). M: 
marcador de peso molecular. C) Electroforesis en gel de agarosa de amplificaciones por PCR usando los 
cebadores irp1-3-CF y irp1-3-CR específicos para el gen irp1-3 utilizando como molde ADN genómico de 
B. pertussis cepa salvaje (wt) o de un clon mutante ∆bfrDE ∆irp1-3 (∆∆). Se obtuvo la amplificación 
esperada para irp1-3 en la cepa salvaje (aprox. 0,6 kb) mientras que no se obtuvo amplificación en la cepa 
mutante. M: marcador de peso molecular. D-E) Electroforesis en gel de agarosa de amplificaciones por 
PCR usando los cebadores bfrD-RTF y bfrD-RTR específicos para un fragmento interno del gen bfrD (D) 
Δirp1-3 
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o los cebadores bfrE-RTF y bfrE-RTR específicos para un fragmento interno del gen bfrE (E) utilizando 
como molde ADN genómico de B. pertussis cepa salvaje (wt) o un clon mutante ∆bfrDE ∆irp1-3 (∆∆). Se 
obtuvo la amplificación esperada para bfrD y bfrE en la cepa salvaje (aprox. 0,1 kb) mientras que no se 
obtuvo amplificación en la cepa mutante. M: marcador de peso molecular. 
 
Para analizar si la eliminación simultanea de los receptores de hierro BfrD, BfrE 
e IRP1-3 afecta el crecimiento de B. pertussis, se realizaron cultivos in vitro en medio 
sintético SS, y la biomasa en fase estacionaria fue estimada mediante medidas de densidad 
óptica. No se observaron diferencias estadísticamente significativas en las respectivas 
cinéticas de crecimiento ni en la densidad óptica en fase estacionaria entre las cepas 
salvaje, ∆irp1-3, ∆bfrDE ni ∆bfrDE ∆irp1-3, indicando que estas mutaciones no afectan 
el crecimiento de B. pertussis bajo estas condiciones (Figura 5.17). 
 
 
Figura 5.17: La mutación en irp1-3 y/o en bfrDE no afecta el crecimiento in vitro de B. 
pertussis. Se realizaron cultivos líquidos en medio SS de la cepa salvaje (wt), ∆irp1-3, ∆bfrDE y ∆bfrDE 
∆irp1-3. La biomasa en fase estacionaria a las 48 h de cultivo fue estimada mediante medidas de densidad 
óptica a  650nm (DO650). 
 
5.2.9. Estudio de la sobrevida intracelular de la cepa ∆irp1-3 ∆bfrDE en macrófagos 
humanos 
 Con el fin de caracterizar la contribución de los receptores de hierro IRP1-3, 
BfrD y BfrE en la persistencia intracelular de B. pertussis se realizaron infecciones de 
macrófagos THP-1 con las cepas descriptas anteriormente. En primer lugar, se evaluó 
la adhesión bacteriana y la fagocitosis a los macrófagos. No se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en la adhesión ni en la fagocitosis por los macrófagos 
THP-1 entre las distintas cepas utilizadas, sugiriendo que estos receptores no afectan 






















Figura 5.18: La falta de IRP1-3 y de BfrDE no afecta la adhesión ni la fagocitosis de B. 
pertussis en macrófagos THP-1. Células THP-1 diferenciadas con PMA fueron incubadas con B. pertussis 
(Rib/c 100) cepa salvaje (wt), cepa mutante en irp1-3 (∆irp1-3), cepa mutante en bfrDE (∆bfrDE) o cepa 
mutante en bfrDE y en irp1-3 (∆bfrDE ∆irp1-3) durante 2 h y posteriormente fueron lavadas y fijadas con 
paraformaldehído. El número de bacterias extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares (verdes) fue 
discriminado con doble marcación fluorescente y cuantificado mediante microscopía de fluorescencia. A) 
Bacterias totales (rojas y verdes) adheridas por célula. Los resultados fueron expresados como el 
porcentaje de bacterias/célula respecto a la cepa salvaje (wt). Se muestran la media ± DE de tres 
experimentos independientes. B) Porcentaje de fagocitosis (bacterias verdes × 100 / bacterias totales) por 
célula. Se muestra la media ± DE de tres experimentos independientes. 
 
 La sobrevida intracelular de las cepas salvaje, mutante ∆irp1-3, mutante ∆bfrDE 
y mutante ∆bfrDE ∆irp1-3 fue evaluada mediante ensayos de protección al antibiótico 
polimixina B en macrófagos THP-1 y recuento de UFC (Figura 5.19). Tal como se había 
observado anteriormente (Capítulo 4 Figura 4.6), la sobrevida intracelular de la cepa 
∆bfrDE fue significativamente menor que la cepa salvaje sólo a las 24 horas post 
infección (Figura 5.19). Asimismo, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre la cepa salvaje y la mutante ∆irp1-3 en ningún tiempo post infección 
analizado (Figura 5.19). Sin embargo, la sobrevida intracelular de la cepa ∆bfrDE ∆irp1-
3 fue significativamente menor que la sobrevida del resto de las cepas a las 24 horas post 
infección. Este resultado sugiere que, en ausencia de los receptores BfrD y BfrE, B. 
pertussis intracelular utiliza el receptor IRP1-3 para adquirir hierro. A las 48 horas post 
infección no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la sobrevida 
intracelular de ninguna de las cepas indicando que otros mecanismos compensatorios 
podrían participar en la captura de hierro en ausencia de BfrD, BfrE e IRP1-3. También 
parecen sugerir que IRP1-3 no está involucrado en el restablecimiento de la sobrevida 











































Figura 5.19: B. pertussis utiliza el transportador IRP1-3 para adquirir hierro en macrófagos 
humanos en ausencia de los transportadores BfrD y BfrE. B. pertussis cepa salvaje (wt), cepa mutante 
en irp1-3 (∆irp1-3), cepa mutante en bfrDE (∆bfrDE) o cepa mutante en bfrDE y en irp1-3 (∆bfrDE 
∆irp1-3) fueron incubadas por 2 h a 37 °C con células THP-1 diferenciadas con PMA (Rib/c 100). Después 
de tres lavados, las células fueron incubadas durante 1 h con polimixina B para inactivar las bacterias 
extracelulares y el número de UFC por ml de B. pertussis fue determinado a los distintos tiempos post 
infección. La polimixina B fue mantenida durante todo el tiempo del ensayo. Los datos representan la media 
± DE de tres experimentos independientes. La sobrevida intracelular de la cepa ∆bfrDE es 
significativamente diferente a la de las cepas salvaje y ∆irp1-3 a las 24 h post infección (*p<0,05; Test 
de ANOVA). La sobrevida intracelular de la cepa ∆bfrDE ∆irp1-3 es significativamente diferente a la 
del resto de las cepas a las 24 h post infección. (**p<0,05; Test de ANOVA). 
 
 
5.2.10. Análisis de la sobrevida intracelular de la cepa ∆irp1-3 ∆bfrDE en células 
del epitelio respiratorio 
El rol del transportador IRP1-3 en la sobrevida intracelular de B. pertussis en 
ausencia de los receptores BfrD y BfrE también fue analizado en células de origen 
epitelial. Para ello, se realizaron infecciones de la línea celular de epitelio respiratorio 
16HBE14o- con la cepa salvaje, mutante ∆irp1-3, mutante ∆bfrDE y mutante ∆bfrDE 
∆irp1-3. En primer lugar, debió evaluarse un eventual efecto de la falta de estas proteínas 
en la interacción inicial de la bacteria con este tipo de células. Con este fin, se empleó 
microscopía de fluorescencia para determinar el nivel de adhesión e internalización de las 
diferentes cepas a las células epiteliales. Los resultados indicaron que no hay diferencias 






























Figura 5.20: La falta de expresión de IRP1-3, BfrD y BfrE no afectan la adhesión ni la 
internalización de B. pertussis a células del epitelio respiratorio. Células 16HBE14o- fueron incubadas 
con B. pertussis (Rib/c 30) cepa salvaje (wt), cepa mutante en irp1-3 (∆irp1-3), cepa mutante en bfrDE 
(∆bfrDE) o cepa mutante en bfrDE y en irp1-3 (∆bfrDE ∆irp1-3) durante 3 h. Luego las células fueron 
lavadas y fijadas con paraformaldehído. El número de bacterias extracelulares e intracelulares fue 
discriminado con doble marcación inmunofluorescente y cuantificado mediante microscopía de 
fluorescencia. A) Bacterias totales (rojas y verdes) adheridas por célula. Los resultados fueron expresados 
como el porcentaje de bacterias/célula respecto a la cepa salvaje (wt). Se muestran la media ± DE de dos 
experimentos independientes. B) Porcentaje de internalización (bacterias verdes × 100 / bacterias totales) 
por célula. Se muestra la media ± DE de dos experimentos independientes 
 
La sobrevida intracelular de las cepas fue evaluada mediante ensayos de 
protección al antibiótico polimixina B y recuento de UFC en células epiteliales 
16HBE14o- (Figura 5.21). La sobrevida intracelular de la cepa ∆bfrDE fue 
significativamente menor que la cepa salvaje sólo a las 48 horas post infección como se 
había demostrado previamente (Capítulo 4 Figura 4.8). No se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre la cepa salvaje y la mutante ∆irp1-3, tal como se 
había observado anteriormente (Figura 5.15). Sin embargo, la sobrevida intracelular de 
la cepa ∆bfrDE ∆irp1-3 fue significativamente menor en comparación con la cepa salvaje 
y la cepa ∆irp1-3 a las 24 horas post infección y significativamente menor al resto de las 
cepas a las 48 horas post infección (Figura 5.21). Este resultado indica que, al igual que 
en macrófagos, B. pertussis es capaz de utilizar al transportador IRP1-3 para adquirir 
hierro en células epiteliales durante su estadio intracelular en ausencia de los 
transportadores BfrD y BfrE. Asimismo, a diferencia de lo observado en macrófagos, se 
observaron diferencias en la persistencia intracelular tanto a las 24 como a las 48 horas 
















































Figura 5.21: B. pertussis utiliza al transportador IRP1-3 para adquirir hierro en células del 
epitelio respiratorio en ausencia de los transportadores BfrD y BfrE. Células 16HBE14o- fueron 
incubadas con B. pertussis (Rib/c 30) cepa salvaje (wt), cepa mutante en irp1-3 (∆irp1-3), cepa mutante en 
bfrDE (∆bfrDE) o cepa mutante en bfrDE y en irp1-3 (∆bfrDE ∆irp1-3) durante 3 h. Después de tres 
lavados, las células fueron incubadas durante 1 h con polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares 
y el número de UFC de B. pertussis por célula fue determinado a los distintos tiempos post infección. La 
polimixina B se mantuvo durante todo el tiempo de infección. Los datos representan la media ± DE de dos 
experimentos independientes. La sobrevida intracelular de la cepa mutante ∆bfrDE ∆irp1-3 es 
significativamente diferente de las cepas salvaje y mutante ∆irp1-3 a las 24 h post infección (*p<0,05; 
test de ANOVA) y significativamente diferente al resto de las cepas a las 48 h post infección (***p<0,05; 
test de ANOVA). La sobrevida intracelular de la cepa mutante ∆bfrDE difiere significativamente de las 
































B. pertussis posee varios sistemas de alta afinidad de adquisición de hierro que 
facilitan la captura de este nutriente a partir de las distintas fuentes presentes en el huésped 
[66, 67]. En el Capítulo 4 del presente trabajo se demostró que los receptores de 
catecolaminas BfrD y BfrE están involucrados en la captura de hierro intracelular de B. 
pertussis tanto en macrófagos como en células del epitelio respiratorio. Los resultados 
presentados en este capítulo sugieren que, además de estos receptores, B. pertussis posee 
otros mecanismos que median la captura de hierro durante el estadio intracelular. En 
particular, hemos demostrado mediante la construcción de una cepa mutante en tres 
receptores de hierro (BfrD, BfrE e IRP1-3) que el transportador periplásmico de Fe2+ 
IRP1-3 podría tener un rol relevante en la captura de este metal en el ambiente 
intracelular. Cabe destacar, sin embargo, que tanto los estudios de proteómica como los 
funcionales antes descriptos sugieren que la captura de hierro a partir de los receptores 
BfrD y BfrE es una ruta importante de adquisición de este nutriente en el estadio 
intracelular de B. pertussis. En este sentido, los estudios indicaron que no hay diferencias 
estadísticamente significativas en la persistencia en células del hospedador entre una cepa 
defectiva en la expresión de IRP1-3 y la cepa salvaje, probablemente debido a la presencia 
de BfrD y BfrE, y tal vez otros receptores, que abastecen de hierro aun en ausencia de 
IRP1-3. Sin embargo, la sobrevida intracelular de una cepa mutante en estos tres 
receptores fue significativamente menor que la cepa salvaje, indicando que B. pertussis 
podría utilizar tanto Fe2+ como complejos hierro-catecolaminas como fuentes de hierro 
en su estadio intracelular. Estos estudios sugieren que IRP1-3 podría actuar como un 
receptor secundario de hierro requerido para la sobrevida intracelular de B. pertussis en 
células del hospedador, en ambientes donde el sustrato que transportan BfrD y BfrE no 
se encuentre disponible o sea insuficiente para suplir las necesidades de hierro de la 
bacteria.  
IRP1-3 captura el hierro (II) que ingresa al periplasma a través de porinas 
presentes en la membrana externa de B. pertussis [46]. Las porinas son proteínas con 
estructura de barril β que se ubican en la membrana externa bacteriana y forman canales 
llenos de agua, que permiten la difusión de moléculas hidrofílicas pequeñas, como iones, 
azúcares y aminoácidos, hacia el espacio periplásmico mediante difusión pasiva [68]. En 





es una porina de expresión constitutiva en B. pertussis y con selectividad por sustratos 
con carga negativa [70]. Por otro lado, OmpQ es una porina cuya expresión se encuentra 
regulada positivamente por BvgAS [71]. OmpQ fue caracterizada en B. bronchiseptica 
como una porina probablemente involucrada en el transporte de sustratos con carga 
positiva debido a que la distribución de cargas dentro del canal que forma es 
predominantemente negativa [69], a diferencia de OmpP cuyas cargas predominantes son 
positivas [69]. La proteína OmpQ de B. pertussis tiene una similitud de secuencia del 
100% con OmpQ de B. bronchiseptica, sugiriendo que cumplen una función similar en 
ambas especies. OmpQ podría ser la porina encargada de permitir el ingreso al periplasma 
de B. pertussis de cationes hierro (en estado Fe2+ o Fe3+), así como también de otros 
cationes restringidos por el huésped como Mn2+ y Zn2+ [5]. En apoyo de esta hipótesis, el 
estudio del proteoma de B. pertussis presentado en el Capítulo 3 mostró que la porina 
OmpQ no modifica su abundancia a las 3 horas post infección en bacterias intracelulares 
con respecto a las bacterias control, sin embargo, aumenta significativamente a las 48 
horas post infección. Este resultado indica que OmpQ podría permitir el paso de un 
nutriente esencial para la persistencia intracelular de B. pertussis, como podría ser el Fe2+, 
entre otros. 
Los receptores BfrD y BfrE están potencialmente involucrados en la captura de 
hierro en B. pertussis intracelular a partir de compuestos catecoles producidos por el 
huésped (Capítulo 4). Como se mencionó en la Introducción de este capítulo, los 
receptores de hierro de membrana externa de bacterias Gram-negativas transportan el 
hierro o el complejo sustrato-hierro que capturan del medio extracelular al periplasma, 
donde otro sistema transportador es encargado de enviarlo al citoplasma. Dado que IRP1-
3 es parte de un sistema encargado de transportar hierro ferroso al citoplasma [46], podría 
actuar en conjunto con los receptores de membrana externa BfrD y BfrE, si es que el 
hierro férrico capturado por estos receptores es reducido a hierro ferroso en el periplasma, 
de una manera análoga al sistema FpvCDEF de Pseudomonas aeruginosa [2, 13, 14], 
descripto anteriormente. Sin embargo, los resultados presentados en este capítulo no 
parecieran indicar que IRP1-3 actúe en conjunto con los receptores BfrD y BfrE, o al 
menos no sería el único sistema involucrado, dado que una cepa mutante en IRP1-3 no 
presenta un defecto en la sobrevida intracelular en células del hospedador, mientras que 
una cepa defectiva en BfrD y BfrE sí. La proteína AfuA pertenece a otro sistema de 





en B. pertussis [50]. La expresión del receptor AfuA desaparece a lo largo de la sobrevida 
intracelular de B. pertussis (Capítulo 3), por lo que es poco probable que sea este el 
sistema de transporte que actúe en conjunto con los receptores BfrD y BfrE. Por lo tanto, 
estos resultados indican que debe existir otro sistema de transporte de hierro 
periplasmático aún no caracterizado involucrado en enviar hacia el citoplasma el hierro 
liberado en el periplasma por BfrD y BfrE [8]. 
La diversidad y redundancia de sistemas de adquisición de hierro potencialmente 
involucrados en la sobrevida de B. pertussis dentro de células del hospedador no es una 
característica única de esta bacteria. Diversos patógenos intracelulares utilizan estrategias 
múltiples para captar este micronutriente de diversas fuentes [27, 31]. Por ejemplo, se 
demostró que en Francisella tularensis, el agente etiológico de la tularemia, la 
inactivación individual del sistema de transporte de hierro ferroso (Feo) o del 
transportador de sideróforos-hierro férrico (Fsl) no modifica la replicación intracelular de 
este patógeno en macrófagos [31]. Sin embargo, un doble mutante ΔfslA ΔfeoB es incapaz 
de replicar en macrófagos y tiene una virulencia atenuada en un modelo murino de 
infección, indicando que F. tularensis utiliza simultáneamente los sideróforos y el Fe2+ 
como fuentes de hierro en su estadio intracelular y en la colonización del huésped [31]. 
Asimismo, se ha demostrado en Shigella flexneri que la inactivación individual de la 
síntesis del sideróforo aerobactina (iucD) o del transportador de hierro ferroso (feoB) o 
del transportador de Mn2+/Fe2+ (sitA), no modifican la capacidad de este patógeno de 
replicar intracelularmente en células epiteliales [27]. Sin embargo, mutaciones 
simultaneas en dos de estos transportadores (ΔsitA ΔiucD; ΔsitA ΔfeoB ó ΔfeoB ΔiucD) 
generan una replicación intracelular disminuida con respecto a la cepa salvaje, y la 
inactivación simultánea de estos tres transportadores elimina la capacidad de S. flexneri 
de replicar en células epiteliales del hospedador [27]. S. flexneri contiene, además del 
transportador SitA, un sistema de alta afinidad de transporte de Mn2+ llamado MntH [72], 
con lo cual los fenotipos observados por la mutación en el transportador SitA se deben a 
falta de Fe2+ y no de Mn2+. En definitiva, S. flexneri en su estadio intracelular captaría 
hierro simultáneamente a partir de sideróforos y de Fe2+ libre, al igual que F. tularensis. 
Por último, mutaciones individuales en los transportadores de hierro ferroso Yfe y Feo 
no modifican la capacidad de crecimiento en macrófagos de Yersinia pestis, el agente 
causal de la peste bubónica [28]. Sin embargo, la inactivación simultánea de ambos 





posee dos sistemas redundantes para la adquisición de Fe2+ en su estadio intracelular, y 
que éste sería su fuente principal de hierro en las células del hospedador [28]. En este 
sentido, nuestros resultados sugieren que B. pertussis también utiliza dos o más sistemas 
de captura de distintas fuentes de hierro en simultáneo durante su persistencia intracelular. 
De ellos podemos deducir que utiliza al menos el Fe2+, a través del transportador IRP1-3, 
y los complejos hierro-catecolaminas, a través de BfrD y BfrE, entre otros sistemas que 
aún no hemos caracterizado. 
Con respecto a los resultados obtenidos en macrófagos THP-1, es importante 
destacar que a tiempos tardíos post infección no se observaron defectos en la sobrevida 
intracelular de ninguna de las cepas mutantes analizadas (Δirp1-3, ΔbfrDE o ΔbfrDE 
Δirp1-3), lo cual indica que esta bacteria tiene la capacidad de usar otras fuentes de hierro 
durante su persistencia intracelular. Una de ellas podría ser la captura de hemo a través 
del sistema Bhu [44] o bien a partir de un sistema de adquisición de hierro todavía no 
caracterizado. Es importante remarcar que el sistema de captura Bhu utiliza un 
transportador periplásmico específico (BhuTUV) para movilizar el hemo hacia el 
citoplasma, es decir, no depende de los transportadores periplásmicos IRP1-3 o AfuA [44, 
50]. Por lo tanto, la cepa mutante en IRP1-3 utilizada en este estudio mantiene la 
capacidad de usar hemo como fuente de hierro. En relación a la disponibilidad de hemo 
dentro de la célula inmune, los niveles de este compuesto pueden alcanzar valores 
elevados debido al rol central que tienen los macrófagos en el reciclaje de esta fuente de 
hierro en el huésped [73]. Por un lado, los macrófagos se encargan de degradar a los 
eritrocitos senescentes [74, 75], en un proceso denominado eritrofagocitosis [76]. Este 
mecanismo involucra la fagocitosis de los eritrocitos senescentes y la fusión del fagosoma 
generado con vesículas lisosomales [76]. Allí los glóbulos rojos son degradados y su 
contenido, incluido el hemo presente en la hemoglobina, es posteriormente importado al 
citoplasma del macrófago para su almacenamiento o reciclaje [76]. Por otro lado, los 
macrófagos funcionan conjuntamente con las proteínas hemopexina y haptoglobina para 
recolectar el hemo y la hemoglobina liberada de las células dañadas, para evitar que las 
concentraciones de estos compuestos alcancen niveles tóxicos [77]. En el modelo de 
infección in vitro utilizado en este estudio podría haber disponibilidad de hemo debido a 
que la hemoglobina se encuentra presente en el suero fetal bovino utilizado en el medio 
de cultivo celular. Si bien la concentración de hemo en este medio es baja, es posible 





algunos patógenos intracelulares utilizan la captura de hemo para suplir sus necesidades 
de hierro, como es el caso de Brucella abortus, que dentro de los macrófagos adquiere 
este compuesto a partir de su receptor BhuA [78]. Si bien en el caso de B. pertussis se 
desconoce si el sistema Bhu tiene un papel en la captura de hierro intracelular, los 
diferentes resultados de sobrevida obtenidos usando células epiteliales y macrófagos 
sugieren que este sistema podría tener un rol relevante. En particular, a diferencia de lo 
que ocurre en macrófagos, las cepas ΔbfrDE y ΔbfrDE Δirp1-3 presentan en células 
epiteliales una menor capacidad de sobrevida con respecto a las cepas salvaje tanto a las 
24 como a las 48 horas post infección. Por el contrario, en los macrófagos se observó que, 
si bien hay diferencias en la sobrevida a las 24 horas post infección, las mismas 
desaparecen a las 48 horas. Este resultado sugiere que existen mecanismos 
compensatorios de adquisición de hierro en los macrófagos que están ausentes en las 
células epiteliales. De hecho, una diferencia importante entre estos dos tipos celulares es 
el mayor nivel de hemo intracelular en macrófagos, debido al rol que cumplen estos 
fagocitos en la homeostasis de este compuesto [74], característica que nos lleva a suponer 
que en los macrófagos el sistema Bhu podría tener un rol importante en la captura de 
hierro y que a través de este sistema B. pertussis es capaz de compensar la ausencia de 
BfrDE y de IRP1-3 a tiempos prolongados de infección. Asimismo, de las proteínas que 
componen el sistema Bhu, la única identificada en el estudio proteómico de bacterias 
aislada de macrófagos presentado en el Capítulo 3 fue BhuS, una proteína 
potencialmente involucrada en la degradación de hemo [44]. BhuS fue identificada en 
todas las condiciones y no mostró un cambio de abundancia estadísticamente 
significativo, sugiriendo que en B. pertussis cepa salvaje este receptor no sería inducido 
en el estadio intracelular, probablemente debido a que la captura de hierro es mediada 
principalmente por BfrD y BfrE. En futuros ensayos se espera verificar si B. pertussis 
utiliza hemo como una fuente secundaria de hierro en su estadio intracelular en 
macrófagos mediante la construcción de mutantes defectivos en Bhu, en combinación con 
mutantes en BfrDE e IRP1-3, y su estudio en pruebas funcionales. Además, se planea 
realizar un estudio proteómico de bacterias aisladas de localización intracelular utilizando 
los distintos mutantes en dichos receptores de hierro, con el fin de analizar si existe una 
inducción diferencial de los distintos sistemas de captura de este micronutriente en estas 





Los resultados de infecciones de macrófagos en presencia de IFN-ɤ mostrados en 
este capítulo son indicativos de que B. pertussis es capaz de sobrevivir a la estimulación 
de las células huésped con esta citoquina, destacando la capacidad que tiene este patógeno 
para evadir la respuesta defensiva del huésped, al menos en este modelo experimental. 
Estos resultados diferencian a B. pertussis de otros patógenos cuya duplicación o 
persistencia intracelular es impedida mediante la estimulación de las células huésped con 
IFN-ɤ, que involucra mecanismos dependientes de la limitación de hierro, la limitación 
de triptófano y/o la producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno [34, 79-86]. 
En este sentido, el efecto del IFN-ɤ en la persistencia intracelular de B. pertussis sería 
similar a lo encontrado para Listeria monocytogenes [87], Salmonella Typhimurium [87] 
y Brucella melitensis [88], para las cuales la estimulación de los macrófagos únicamente 
con IFN-ɤ no es suficiente para limitar la replicación intracelular de las mismas. Como se 
mencionó anteriormente, resultados previos de nuestro grupo han demostrado que B. 
pertussis es capaz de inhibir la acción bactericida y la respuesta proinflamatoria de los 
macrófagos durante la infección intracelular, principalmente a partir de la acción de la 
toxina pertussis (PT) y adenilato ciclasa (CyaA), generando un ambiente más permisivo 
para su persistencia [89]. Se están llevando a cabo nuevos estudios para evaluar si en el 
caso de B. pertussis la manipulación de la respuesta del macrófago también involucra 
mecanismos de retención de hierro, con el posible aumento en los niveles disponibles de 
este nutriente, y si esta respuesta se ve modificada por la estimulación con IFN-ɤ. 
En este capítulo se muestran resultados que indican un rol de IRP1-3 en la 
adquisición de hierro en el estadio intracelular de B. pertussis, sin embargo, este 
transportador también podría ser importante para la supervivencia de este patógeno en su 
estadio extracelular en el tracto respiratorio. Las superficies del epitelio respiratorio 
tienen un pH que varía entre 7,9 y 5,5; siendo más ácidas bajo condiciones inflamatorias 
[90, 91]. En este sentido, es importante destacar que los ambientes ácidos favorecen la 
estabilidad del hierro (II), que es capturado por IRP1-3 [46], sugiriendo que este receptor 
podría estar involucrado en la adquisición de hierro en determinados sitios de la superficie 
del epitelio respiratorio en el hospedador. Por este motivo, se están llevando a cabo 
estudios para investigar si el transportador IRP1-3 cumple un rol en la infección y 
patogénesis in vivo de B. pertussis. 
Los resultados presentados en este capítulo permiten explicar observaciones del 





presentado en el Capítulo 3. En el mismo se describe que de las más de 40 proteínas 
caracterizadas como inducidas bajo limitación de hierro [56] sólo se encontró un aumento 
significativo en la abundancia de los receptores BfrD y BfrE en las muestras intracelulares 
a las 3 h y 48 h post infección, y del transportador IRP1-3 a las 48 h post infección. 
Asimismo, se observó que la abundancia del receptor de hierro AfuA disminuyó hasta no 
ser detectado en tiempos tardíos post infección. En el Capítulo 4 de esta Tesis se 
demostró que B. pertussis aumenta la expresión los receptores BfrD y BfrE in vitro en 
entornos ácidos y en donde la disponibilidad de hierro es escasa, que explicarían los 
resultados del estudio del proteoma, y que son requeridos para la sobrevida intracelular 
de esta bacteria. En este capítulo se muestra además que la expresión del receptor IRP1-
3 también sigue estos patrones de expresión, es decir, aumenta sus niveles en entornos 
ácidos y/o limitados en hierro, como había sido demostrado previamente [46], y que 
forma parte de un mecanismo de captura de hierro involucrado en la persistencia 
intracelular de B. pertussis, independiente de los receptores BfrD y BfrE. Asimismo, los 
resultados presentados en este capítulo demuestran por primera vez que la expresión del 
receptor AfuA es regulada por el pH ambiental, siendo su expresión disminuida en 
entornos ligeramente ácidos. La regulación negativa de AfuA y la regulación positiva de 
IRP1-3 mediada por pH ácido podría ser explicada por el hecho que a bajo pH se favorece 
el estado ferroso del hierro, que captura IRP1-3, y disminuye la estabilidad del estado 
férrico, el cual es capturado por AfuA, determinando que los receptores de hierro férrico 
de B. pertussis no serían los indicados para la captura de este metal bajo estas condiciones. 
Esta regulación de los receptores BfrD, BfrE, IRP1-3 y AfuA indica que B. pertussis es 
capaz de detectar la acidez de su entorno y de adaptar, al menos, la expresión de sus 
sistemas de captura de hierro. Teniendo en cuenta que B. pertussis podría encontrar 
condiciones de acidez y limitación de hierro en su estadio intracelular en los 
compartimentos con características de endosomas tempranos en los que habita, se puede 
especular que estas señales químicas disparen una respuesta adaptativa en B. pertussis 
que posibilite su persistencia en células del hospedador, una estrategia que compartiría 









Los resultados presentados en este capítulo indican que el transportador IRP1-3 
es utilizado para adquirir hierro en el estadio intracelular de B. pertussis en ausencia de 
los receptores BfrD y BfrE, tanto en macrófagos como en células del epitelio respiratorio 
de origen humano. Además, los resultados obtenidos sugieren que existen mecanismos 
compensatorios para la captura de hierro en ausencia de los receptores IRP1-3, BfrD y 
BfrE durante la persistencia intracelular de B. pertussis en macrófagos humanos, 
probablemente mediante la captura de hemo a través del sistema Bhu. Por otro lado, se 
mostró que B. pertussis es capaz de sobrevivir intracelularmente en macrófagos activados 
con la citoquina proinflamatoria IFN-ɤ. Por último, se observó que la expresión de los 
transportadores periplásmicos de hierro AfuA e IRP1-3 está regulada tanto por la 
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6. Estudio del factor MgtC y su contribución en la persistencia 




El magnesio (Mg2+) es el catión divalente más abundante en las células y el 
segundo catión más abundante después del potasio (K+) [1]. El Mg2+ desempeña varias 
funciones esenciales, que incluyen la estabilización de las membranas celulares y de los 
complejos macromoleculares, como los ribosomas, la neutralización de los ácidos 
nucleicos y nucleótidos, y es utilizado además como cofactor en diversas reacciones 
enzimáticas [2, 3]. Las propiedades químicas del Mg2+ lo hacen único entre los cationes 
biológicos. Su tamaño, densidad de carga, estructura y química en solución acuosa 
difieren considerablemente de otros cationes monovalentes o divalentes de relevancia 
biológica [4]. Debido a estas propiedades químicas las interacciones biológicas donde 
interviene Mg2+ son diferentes de las de otros cationes [3]. Por estos motivos, si bien 
ciertos cationes pueden reemplazar al Mg2+ en algunas de las funciones, otras actividades 
dependen estrictamente de este catión, determinando que las células posean mecanismos 
específicos para garantizar los niveles fisiológicos de este micronutriente [2].  
Las primeras investigaciones sobre el metabolismo del Mg2+ en procariotas 
demostraron que este catión es esencial para el crecimiento bacteriano [5]. Estudios 
posteriores han demostrado que las bacterias detectan los niveles de Mg2+, tanto en su 
entorno como dentro del citoplasma, y regulan a través de estas señales una serie de 
respuestas para mantener el Mg2+ en los niveles requeridos [2]. Se han identificado cuatro 
clases diferentes de transportadores de Mg2+ en procariotas: CorA [6], MgtE [7], MgtA 
[8] y un transportador descripto recientemente relacionado con el transportador eucariota 
de cationes divalentes Nramp [9]. CorA fue identificado como un sistema basal de captura 
de Mg2+ en Escherichia coli, y nombrado así debido a su capacidad para intervenir en la 
incorporación de cobalto (Co2+), que es tóxico (Cobalt resistance) [10]. El transportador 
CorA también puede mediar el eflujo de Mg2+, aunque la relevancia fisiológica de esta 
capacidad es incierta [3]. MgtE fue identificado por primera vez en Bacillus firmus como 
un transportador de Mg2+ [7]. Aunque MgtE no está relacionado con CorA en su 





través de la membrana citoplásmica para transportar sus sustratos [4]. Por lo tanto, pueden 
ser considerados canales en vez de transportadores. El gradiente electroquímico a través 
de la membrana bacteriana es altamente negativo por dentro y, por ende, proporciona la 
energía potencial necesaria para producir el influjo de Mg2+ incluso cuando la 
concentración extracelular de este catión es baja (micromolar) [4]. Debido a la 
dependencia de CorA y MgtE del potencial de membrana, el transporte a través de ellos 
puede verse influenciado por cambios en el pH externo, en la actividad de los 
componentes de la cadena de transporte de electrones o en fluctuaciones en las 
concentraciones de otros iones [2]. La apertura de los canales CorA y MgtE se encuentra 
regulada, y concentraciones elevadas de Mg2+ en el citoplasma producen el cierre de los 
mismos [11]. Por último, MgtA pertenece al grupo de ATPasas tipo P [2]. Esta familia de 
proteínas utiliza la energía de la hidrólisis del ATP para transportar una variedad de 
moléculas cargadas. La transferencia del grupo fosfato del ATP a MgtA da como 
resultado un cambio conformacional en el mismo que promueve el transporte de Mg2+ 
[12]. A diferencia de otras ATPasas de tipo P, que utilizan energía derivada de la hidrólisis 
de ATP para transportar sus sustratos en contra de un gradiente electroquímico, el 
transportador MgtA moviliza Mg2+ a favor de un gradiente, con lo cual la necesidad de 
acoplar a este proceso la hidrólisis del ATP es incierta [4]. Sin embargo, se ha demostrado 
que en cepas patogénicas de Escherichia coli, bajo ciertas condiciones ambientales, se 
produce una reversión del potencial de membrana a través de la activación del sistema de 
dos componentes PhoPQ [13]. La activación de PhoPQ en estas cepas produce un 
aumento en la expresión de MgtA. Bajo estas condiciones, en las que los gradientes 
electroquímicos son desfavorables para el movimiento de Mg2+ a través de un canal, sería 
crucial la actividad del transportador MgtA que podría introducir Mg2+ en el citoplasma 
utilizando la energía proporcionada por la hidrólisis del ATP [2]. CorA y MgtE, que se 
consideran los principales transportadores de Mg2+ en procariotas, tienen una amplia 
distribución filogenética, mientras que MgtA se produce solamente en un grupo de 
bacterias [2]. En general CorA está ausente en organismos con genomas muy pequeños 
en los que prevalece MgtE [4]. Además de los importadores de Mg2+, existen otras 
proteínas cuya función es exportar Mg2+ del citoplasma al medio extracelular, como son 
CorB, CorC y CorD, identificados en Salmonella enterica [14], y el transportador MpfA 
de Staphylococcus aureus [15]. La relevancia fisiológica de la exportación de Mg2+ aún 





Una parte significativa del contenido total de Mg2+ de bacterias Gram-negativas 
está presente en la envoltura celular [16], destacando la necesidad de mantener la 
homeostasis de Mg2+ en compartimentos subcelulares distintos del citoplasma, como son 
el periplasma y la membrana externa. De hecho, un tercio del contenido total de Mg2+ de 
E. coli se encuentra presente en su LPS [17]. El LPS está cargado negativamente debido 
a los residuos de fosfato presentes tanto en el lípido A como en las regiones centrales. El 
Mg2+, y en menor medida otros cationes divalentes, normalmente neutralizan estas cargas 
negativas, evitando así la repulsión electrostática entre moléculas de LPS. Se ha 
observado que en condiciones de limitación de Mg2+ el LPS está modificado de manera 
tal que la carga negativa neta del mismo es menor. De esta manera, estas modificaciones 
liberan Mg2+, aumentando su disponibilidad para otras funciones celulares que tienen una 
dependencia estricta por este catión. Así, el LPS podría funcionar como un reservorio de 
Mg2+ para las bacterias [2].  
La regulación de la expresión de transportadores de Mg2+ en bacterias depende de 
la detección de los niveles de este catión tanto en localización extracelular como en el 
citoplasma. El Mg2+ extracelular es detectado principalmente por sistemas de dos 
componentes. Este es el caso del sistema PhoPQ de Salmonella enterica [18] y del sistema 
CsrRS de Streptococcus Grupo A (GAS) [19], cuya actividad es regulada por los niveles 
extracelulares de Mg2+, con la consiguiente inducción de la expresión tanto de 
transportadores de Mg2+ como de otros genes relacionados con la virulencia. Con respecto 
a la regulación en el citoplasma, niveles elevados de Mg2+ pueden impedir el proceso de 
traducción del ARNm que codifica para transportadores involucrados en la adquisición 
de este catión [20, 21]. En esta regulación interviene la región 5’ no codificante del 
ARNm que funciona como un dispositivo sensor de Mg2+ (riboswitch). Esta región del 
ARNm cambia su conformación cuando une iones Mg2+, impidiendo su traducción. Este 
es el caso de la regulación de los genes mgtA y mgtB de Salmonella enterica y del gen 
mgtE de Bacillus subtilis [20, 21]. Este mecanismo permite que se apague la expresión 
de transportadores de Mg2+ cuando se han suplido las necesidades de Mg2+ en el 
citoplasma.  
 Varios estudios muestran que los transportadores de Mg2+ están involucrados en 
la virulencia bacteriana. Por ejemplo, el transportador de Mg2+ CorA es requerido para la 
virulencia de Salmonella enterica en ratones así como también para la invasión y 





cepas mutantes, se demostró que la eliminación de CorA está relacionada con una 
disminución en la expresión de genes de virulencia regulados por los niveles de Mg2+ 
intracelulares, como el sistema de secreción de tipo III (SST3) [22]. Asimismo, se ha 
reportado que el transportador MgtE de Pseudomonas aeruginosa está involucrado en la 
regulación de la expresión del SST3, en un mecanismo que relaciona la disponibilidad de 
Mg2+ con la virulencia de este patógeno [23]. Por otro lado, se ha documentado que el 
transportador MgtE, y por lo tanto los niveles de Mg2+, estaría involucrado en la 
capacidad de movilidad de Aeromonas hydrophila, un patógeno de peces y anfibios, y 
que este defecto afecta dos mecanismos de patogenicidad relacionados con la movilidad, 
como son la adhesión a las células del hospedador y la formación de biofilm [24]. 
 Otro factor implicado en la virulencia de diversos patógenos que se encuentra 
relacionado con el metabolismo de Mg2+ es MgtC [25]. Este factor de virulencia ha sido 
adquirido a través de transferencia horizontal de genes durante la evolución de numerosas 
bacterias [26]. Se ha demostrado que MgtC favorece la sobrevida intracelular en células 
del hospedador de un gran número de patógenos entre los que se encuentran Salmonella 
Typhimurium [27], Salmonella Typhi [28], Mycobacterium tuberculosis [29], Brucella 
suis [30], Yersinia pestis [31], Burkholderia cenocepacia [32], Pseudomonas aeruginosa 
[25], Mycobacterium abscessus [33] y Mycobacterium marinum [34]. Esta promoción de 
la sobrevida intracelular estaría relacionada con la capacidad de MgtC de favorecer el 
crecimiento bacteriano en ambientes ácidos y/o limitados en magnesio [35]. 
Si bien MgtC ha sido considerado inicialmente un transportador de magnesio [36], 
estudios recientes sugieren que esta proteína no está directamente involucrada con el 
transporte de este catión sino que cumple un rol relevante en la homeostasis del ATP [37]. 
En particular, se encontró que MgtC es capaz de inhibir la actividad de la ATP sintasa 
bacteriana [37]. Las ATP sintasas utilizan el gradiente electroquímico de protones como 
fuente de energía para sintetizar ATP [38]. En las bacterias Gram-negativas, la ATP 
sintasa se encuentra en la membrana interna, mientras que los protones son exportados al 
periplasma para generar un gradiente electroquímico entre este compartimento y el 
citoplasma (Figura 6.1). La membrana externa de las bacterias es permeable a los 
protones [39], lo que significa que cuando éstas experimentan una disminución en el pH 
del medio, también habrá un aumento de concentración de protones en el periplasma. Para 
evitar una producción excesiva de ATP como consecuencia del elevado gradiente de 





modular la actividad de la ATP sintasa, evitando así un desbalance metabólico (Figura 
6.1). Por otro lado, una alta proporción del magnesio celular está quelado por nucleótidos 
trifosfato, incluido el ATP [2]. Se ha encontrado que MgtC también es producido en 
condiciones de limitación de Mg2+ [35]. El aumento de MgtC en estas condiciones, y la 
consiguiente inhibición de la ATP sintasa, produce una disminución de la concentración 
de ATP y resulta en un aumento en la biodisponibilidad del magnesio (Figura 6.1). De 
esta manera, MgtC tendría un efecto dual evitando por un lado un desbalance metabólico 
por formación excesiva de ATP y aumentando por el otro la biodisponibilidad de Mg2+ 
en condiciones de crecimiento adversas. 
 
Figura 6.1. Modelo del rol propuesto para MgtC. A) En condiciones de pH neutro y exceso de 
Mg2+, la ATP sintasa utiliza el gradiente electroquímico de H+ para sintetizar ATP a partir de ADP y Pi (no 
se muestra). En estas condiciones MgtC no se produce. B) En condiciones de acidez, el gradiente 
electroquímico de H+ entre el periplasma y el citoplasma aumenta. MgtC en estas condiciones se expresa e 
inhibe la ATP sintasa, evitando así un incremento excesivo en la producción de ATP. C) En ambientes 
limitados en Mg2+, MgtC se expresa y disminuye la actividad de la ATP sintasa. De esta manera se reducen 
los niveles citoplasmáticos de ATP y se produce una liberación del Mg2+ que estaba unido a ellos, con el 
fin de aumentar su biodisponibilidad. ME: membrana externa. P: periplasma. MI: membrana interna. C: 
citoplasma. 
El genoma de B. pertussis codifica para varias proteínas con homología a factores 
involucrados en la homeostasis de Mg2+, como son MgtC (BP0414), el transportador de 
Mg2+ MgtE (BP2806) y los exportadores de Mg2+ CorC (BP1038) y CorD (BP3267, 
también llamado ApaG). Sin embargo, no existen estudios que investiguen la homeostasis 
de Mg2+ en Bordetella, el rol que cumplen estas proteínas en este proceso, ni la relación 





proteoma de B. pertussis intracelular ha brindado información relevante en cuanto a los 
mecanismos de adaptación de esta bacteria al microambiente intracelular. En particular, 
BP0414 fue identificada solamente en muestras de B. pertussis aislada a las 48 hs post 
infección, sugiriendo que su expresión se induce en localización intracelular y a tiempos 
tardíos de infección. Esta proteína, cuya expresión en B. pertussis no había sido reportada 
anteriormente, presenta homología con el factor de virulencia MgtC que, como se 
mencionó anteriormente, es relevante para el establecimiento de infecciones 
intracelulares exitosas en diversos patógenos [25]. 
Como ya se mencionó, trabajos previos de nuestro grupo indican que B. pertussis 
sobrevive en compartimentos con características de endosomas tempranos dentro de 
macrófagos humanos [40], cuyo pH es moderadamente ácido [41]. La concentración de 
magnesio en los fagosomas es controversial, pero existen estudios que sugieren que este 
catión tendría una concentración baja en estos compartimentos [42]. En este contexto, la 
detección de BP0414 en las bacterias intracelulares sugiere que este homólogo de MgtC 
podría tener un rol relevante en la adaptación de B. pertussis al interior fagosomal, ya que 
es un factor crítico para la adaptación de otros patógenos a este tipo de ambientes [35]. 
En este contexto, se decidió evaluar si BP0414 (en adelante MgtC) está involucrado en la 
adaptación de B. pertussis a las condiciones de estrés que se encuentran en el interior de 







6.2. Resultados  
 
6.2.1. Caracterización bioinformática de MgtC y su región genómica 
El gen BP0414 de B. pertussis codifica para una proteína con homología a MgtC 
de posible localización en la membrana interna bacteriana. Este gen está situado en el 
genoma de B. pertussis entre un pseudogen (BP0413) y el gen terC (BP0415) que codifica 
una proteína de membrana hipotética implicada en la resistencia a telurio (Figura 6.2). 
Este contexto genómico, así como las regiones promotoras y terminadoras de la 
trascripción predichas mediante métodos bioinformáticos, sugieren que MgtC de B. 
pertussis no es parte de un operón sino que es monocistrónico como MgtC de 
Burkholderia cenocepacia [32]. Datos de un transcriptoma primario de B. pertussis 
recientemente publicado [43] muestran que mgtC se expresa a partir de su propio 





Figura 6.2. Organización genética de la región que contiene a mgtC en B. pertussis. Los genes 
se representan con flechas que indican la dirección predicha de la transcripción. El gen mgtC parece ser una 
unidad de transcripción discreta situada corriente abajo de un pseudogen fusA. El posible promotor y 
terminador de la transcripción de mgtC determinados según métodos bioinformáticos se indican con una 
flecha vertical y un símbolo de horquilla, respectivamente. 
 
La secuencia de aminoácidos de MgtC de B. pertussis es 23% idéntica a la 
secuencia de MgtC de Salmonella Typhimurium, 23% a MgtC de Burkholderia 
cenocepacia, y 21% idéntica a MgtC de Mycobacterium tuberculosis, tres patógenos en 
los cuales se determinó que MgtC interviene en la persistencia intracelular y en la 
adaptación a ambientes limitados en Mg2+ o ligeramente ácidos [27, 29, 32]. Cabe 
destacar que la secuencia de MgtC de B. cenocepacia es 21% idéntica a MgtC de S. 
Typhimurium y 19% idéntica en comparación con MgtC de M. tuberculosis, sugiriendo 
que incluso con un bajo porcentaje de identidad, este factor cumple funciones similares 












caracterizadas de diferentes patógenos y MgtC de B. pertussis, se determinó que todas 
contienen el dominio MgtC hidrofóbico conservado en el extremo N-terminal (Figura 
6.3). Estos resultados sugieren que BP0414 es un homólogo de MgtC. 
 
 
Figura 6.3. Análisis de secuencias proteicas de MgtC caracterizadas en diversos patógenos. 
Se realizó un análisis de secuencia de las proteínas MgtC caracterizadas en diferentes patógenos y MgtC 
de B. pertussis. La alineación de las secuencias de aminoácidos de las proteínas se realizó utilizando Clustal 
Omega [44]. Los aminoácidos conservados están sombreados de azul oscuro (> 80% de identidad) mientras 
que los aminoácidos semiconservados están sombreados de azul (60%-80% de identidad) o celeste (40%-
60% de identidad). B. pertussis conserva varios aminoácidos del dominio MgtC N-terminal. Las secuencias 
de proteínas utilizadas para la alineación son de Burkholderia cenocepacia K56-2 (EPZ84702.1), 
Bordetella pertussis Tohama I (CAE44745.1), Brucella suis 1330 (KFJ26613.1), Mycobacterium 
tuberculosis Erdman (BAL65794.1), Pseudomonas aeruginosa PAO1 (NP_253325.1), Salmonella 
Typhimurium 14028s (AAD16960.1) y Salmonella Typhi STH2370 (ETZ13253.1). 
 
6.2.2. Estudio de la expresión de MgtC en B. pertussis 
 
 En el estudio del proteoma presentado en el Capítulo 3 se detectó en B. pertussis 
intracelular la presencia de un péptido derivado de MgtC en bacterias recuperadas a las 
48 horas post infección. Debido a que la expresión de esta proteína no había sido 
reportada anteriormente y a su potencial relevancia en la sobrevida intracelular, se decidió 
confirmar su expresión mediante un método de monitorización de reacción seleccionada 
(SRM) aplicado a un péptido prototípico de dicha proteína. En la secuencia proteica de 





analizado por esta técnica. Esto se debe a que la mayoría de los péptidos que derivan de 
una digestión in silico con tripsina de MgtC tienen una longitud inadecuada para ser 
analizados por SRM (>1500 Da), están sesgados por sitios solapados de corte por la 
enzima o tienen en su secuencia metionina y cisteína, aminoácidos propensos a 
modificaciones químicas que pueden afectar la cuantificación final. Por este motivo, de 
los 8 péptidos producidos por el corte in silico con tripsina, sólo un péptido 
correspondiente a los residuos 104 a 111 de MgtC, cuya secuencia es LGNEGEIR, tiene 
las propiedades teóricas adecuadas para ser analizado por esta técnica [45]. Este péptido 
se encuentra presente únicamente en MgtC y no se repite en ninguna otra proteína 
codificada por el genoma de B. pertussis. Asimismo, dado que las muestras de bacterias 
aisladas de localización intracelular pueden contener proteínas derivadas de las células 
THP-1, se confirmó que este péptido no se encontrara codificado en ninguna de las 
proteínas del genoma humano. Los resultados de SRM confirmaron que MgtC en realidad 
se expresa tanto en bacterias extracelulares como en bacterias intracelulares, tanto a las 3 
como a las 48 horas post infección (Figura 6.4). Además, según estos resultados, el nivel 
de abundancia de MgtC en bacterias intracelulares tiende a aumentar con el tiempo, 
aunque de manera no significativa. Estos resultados demuestran por primera vez que B. 







 Figura 6.4: B. pertussis expresa MgtC. A) B. pertussis aislada de macrófagos THP-1 a las 3 h y 
48 h post infección o bacterias incubadas en medio de cultivo RPMI-BSA durante 3 h (Control) fueron 
procesadas para analizar su expresión proteica por espectroscopia de masas. El péptido LGNEGEIR, 
correspondiente a los residuos 104 a 111 de la proteína MgtC, fue cuantificado mediante SRM. Se muestran 
cromatogramas representativos de las transiciones para el péptido LGNEGEIR. Las líneas coloreadas 
indican los cromatogramas resultantes para los distintos iones producidos a partir de dicho péptido. B) 
Cuantificación del nivel de expresión de MgtC mediante SRM. Los valores de expresión fueron 
normalizados a las bacterias extracelulares (Control). 
6.2.3. Obtención de una cepa mutante en la expresión de MgtC 
Con el fin de estudiar si MgtC tiene algún rol en la sobrevida intracelular de B. 
pertussis, se construyó un mutante defectivo en la expresión de este gen. Para ello, se 
realizó una estrategia equivalente a la empleada en los Capítulos 4 y 5, construyendo el 
plásmido pSS4245∆mgtC que contiene un alelo truncado de mgtC junto a regiones 
adyacentes homólogas. En la Figura 6.5 se muestra el análisis por PCR con cebadores 
que amplifican la región genómica que contiene a mgtC de un clon de B. pertussis mutante 
obtenido después de dos recombinaciones homólogas con el vector pSS4245∆mgtC. El 
peso molecular del producto de PCR observado en la cepa ∆mgtC resulta compatible con 
































































































Figura 6.5: Obtención de un mutante por eliminación de MgtC. Electroforesis en gel de 
agarosa de amplificaciones por PCR utilizando los cebadores mgtC-5F y mgtC-3R que amplifican la región 
genómica que contiene a mgtC de un clon mutante en este gen obtenido después de dos recombinaciones 
homólogas con el vector pSS4245∆mgtC. La cepa salvaje presenta la amplificación esperada para una 
región genómica salvaje (wt; aprox. 2kb) y la cepa mutante presenta la amplificación esperada para una 
región genómica mutante por eliminación en mgtC (∆mgtC; aprox. 1,5kb). M: marcador de peso 
molecular. 
 
6.2.4. Obtención de una cepa complementada en la expresión de MgtC 
Como estrategia de complementación se construyó un plásmido duplicativo en B. 
pertussis, pBBR1MCS-mgtC, que contiene el gen que codifica para MgtC junto con sus 
respectivas secuencias promotoras y terminadoras de la transcripción. En la Figura 6.6 
se muestra un análisis por PCR con cebadores que amplifican mgtC de un clon obtenido 
luego de conjugar este plásmido a la cepa mutante para obtener una cepa complementada 
en la expresión de este gen, denominada pBBR1MCS-mgtC. La cepa B. pertussis ΔmgtC 
también se transformó con el vector pBBR1MCS como control (Figura 6.6). 
 
Figura 6.6: Obtención de una cepa complementada en la expresión de MgtC. Electroforesis 
en gel de agarosa de amplificaciones por PCR con los cebadores mgtC-CF y mgtC-CR que amplifican el 
gen mgtC. Como molde se utilizó ADN de la cepa salvaje (wt), mutante en mgtC (∆mgtC), mutante en 
mgtC complementada con el plásmido pBBR1MCS-mgtC (pBBR-mgtC) y cepa mutante en mgtC 
conteniendo el plásmido de complementación vacío (pBBR). Se obtuvo la amplificación esperada para 
mgtC en la cepa salvaje y complementada (aprox. 0,7kb) mientras que no se obtuvo amplificación en la 
cepa mutante ∆mgtC y cepa mutante con el plásmido de complementación vacío. M: marcador de peso 
molecular. 
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6.2.5. Caracterización del rol de MgtC en la sobrevida intracelular de B. pertussis en 
macrófagos humanos 
Para analizar el rol de MgtC en la sobrevida intracelular de B. pertussis se realizó 
una infección de células THP-1 diferenciadas a macrófagos utilizando la cepa salvaje 
parental (wt), la cepa mutante (∆mgtC), la cepa complementada (pBBR-mgtC) o la cepa 
mutante ∆mgtC contiendo el plásmido de complementación vacío (pBBR). Mediante 
microscopía de fluorescencia se comprobó que el nivel de adhesión y de fagocitosis a los 
macrófagos THP-1 no difirió significativamente entre las cepas, indicando que MgtC no 
está involucrado en este proceso inicial de la infección (Figura 6.8).  
 
Figura 6.8: MgtC no está involucrado en la adhesión ni en la fagocitosis de B. pertussis en 
macrófagos THP-1. Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA durante 24 h y posteriormente 
incubadas con B. pertussis (Rib/c 100) cepa salvaje (wt), mutante en mgtC (∆mgtC), cepa mutante 
complementada con el plásmido pBBR1MCS-mgtC (pBBR-mgtC) o cepa mutante conteniendo el 
plásmido de complementación vacío (pBBR) durante 2 h. Luego las células fueron lavadas y fijadas. El 
número de bacterias extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares (verdes) fue discriminado con doble 
marcación fluorescente y cuantificado mediante microscopía de fluorescencia. A) Bacterias totales (rojas 
y verdes) adheridas por célula. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de bacterias/célula 
respecto a la cepa salvaje (wt). Se muestran la media ± DE de tres experimentos independientes. B) 
Porcentaje de fagocitosis (bacterias verdes × 100 / bacterias totales) por célula. Se muestra la media ± 
DE de tres experimentos independientes. 
 
En ensayos de protección a polimixina B se estudió la persistencia intracelular de 
estas cepas en macrófagos THP-1. En la Figura 6.9 se puede observar que las cepas 
ensayadas no presentaron diferencias estadísticamente significativas a las 3 horas post 
infección en macrófagos THP-1. Sin embargo, la sobrevida intracelular de la cepa 
deficiente en mgtC fue significativamente menor a las 24 y a las 48 horas post infección 
comparada con la cepa salvaje, indicando que este factor contribuye a la sobrevida de B. 












































intracelular de la cepa complementada en mgtC fue similar a la de la cepa salvaje en todos 
los tiempos analizados, se puede afirmar que la disminución en la sobrevida del mutante 
∆mgtC es debido a la falta de expresión de este gen y no a un efecto polar causado por la 
mutación (Figura 6.9). Asimismo, como la persistencia intracelular de la cepa ∆mgtC 
pBBR no fue significativamente diferente de la cepa ∆mgtC (Figura 6.9), se puede 
afirmar que la presencia del plásmido de complementación no afecta la sobrevida 
intracelular de B. pertussis, al menos en las condiciones experimentales utilizadas. 
 
Figura 6.9: MgtC está involucrado en la sobrevida intracelular de B. pertussis en macrófagos 
THP-1. Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA durante 24 h y posteriormente incubadas con B. 
pertussis (Rib/c 100) cepa salvaje (wt), mutante en mgtC (∆mgtC), cepa mutante complementada con el 
plásmido pBBR1MCS-mgtC (pBBR-mgtC) o cepa mutante conteniendo el plásmido de complementación 
vacío (pBBR) durante 2 h. Después de tres lavados, las células fueron incubadas durante 1 h con polimixina 
B para inactivar las bacterias extracelulares y el número de UFC de B. pertussis por ml fue determinado a 
los distintos tiempos post infección. La polimixina B se mantuvo durante todo el tiempo de infección. Los 
datos representan la media ± DE de tres experimentos independientes. El número de UFC por ml de las 
cepas ΔmgtC y pBBR fue significativamente diferente del número de UFC por ml de las cepas wt y pBBR-
mgtC a las 24 h y 48 h post infección (*p<0,05; Test de ANOVA).  
 
 Estudios previos indican que un porcentaje elevado de bacterias fagocitadas por 
los macrófagos es dirigido a compartimentos lisosomales donde las bacterias son 
inactivadas [40]. Sin embargo, aproximadamente un cuarto de las bacterias internalizadas 
evade el tráfico a lisosomas y permanece viable en compartimentos con características de 
endosomas tempranos [40], los cuales se caracterizan por presentar un pH 
moderadamente ácido. Asimismo, en este trabajo de Tesis se describe que las bacterias 
intracelulares que no colocalizan con lisosomas se encuentran metabólicamente activas 

























intracelular de B. pertussis, se decidió analizar si existen diferencias en el tráfico de la 
cepa salvaje y la cepa ∆mgtC. Para ello, se realizó una infección de macrófagos THP-1 y 
se evaluó la colocalización de bacterias con el marcador de lisosomas LysoTracker 
utilizando microscopía confocal. En la Figura 6.10 se observa que la falta de expresión 
de MgtC conduce a un mayor porcentaje de bacterias en compartimentos ácidos a las 24 
y a las 48 horas post infección. Estos resultados sugieren que MgtC está involucrado en 
promover la persistencia de B. pertussis en macrófagos humanos, dado que su ausencia 
disminuye la supervivencia intracelular de este patógeno con el consecuente incremento 






Figura 6.10: La falta de expresión de MgtC aumenta el tráfico de B. pertussis a lisosomas. 
Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA durante 24 h y posteriormente incubadas con B. pertussis 
(Rib/c 100) cepa salvaje (wt), mutante en mgtC (∆mgtC), cepa mutante complementada con el plásmido 
pBBR1MCS-mgtC (pBBR-mgtC) o cepa mutante conteniendo el plásmido de complementación vacío 
(pBBR) durante 2 h. Después de tres lavados, las células fueron incubadas durante 1 h con polimixina B 
para inactivar las bacterias extracelulares. A distintos tiempos post infección los macrófagos fueron 



































incubados con LysoTracker por 20 minutos para teñir los lisosomas de rojo. Las muestras fueron luego 
fijadas, permeabilizadas y procesadas para su visualización en microscopio confocal. B. pertussis fue 
detectada por incubación con anticuerpos policlonales de conejo anti-B. pertussis seguido por fragmentos 
F(ab)2 de anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados con FITC (verde). A) Imágenes representativas de dos 
experimentos independientes B) El grado de colocalización con LysoTracker fue verificado mediante la 
realización de escaneos de intensidades de fluorescencia roja y verde a lo largo del eje z en los sitios en 
donde se encuentra una determinada bacteria. El porcentaje de bacterias de las cepas ΔmgtC y pBBR que 
colocalizan con LysoTracker es significativamente diferente de las cepas salvaje y pBBR-mgtC a las 24 y 
48 horas post infección (*p<0,05; Test de ANOVA) 
 
  
6.2.6. Estudio de la contribución de MgtC en el crecimiento de B. pertussis en medios 
moderadamente ácidos 
 Diversos estudios indican que MgtC tiene un rol relevante en la adaptación de 
patógenos bacterianos a ambientes ácidos [29], que podría estar relacionado con el rol 
que cumple este factor en promover la persistencia bacteriana en el ambiente intracelular. 
Para analizar la contribución de MgtC al crecimiento de B. pertussis en medios ácidos, 
primero se evaluó la capacidad de crecimiento de la cepa salvaje en medio de cultivo 
ajustado a diferentes valores de pH. Para ello, B. pertussis fue cultivada en un medio de 
cultivo SS modificado (SS-MES), en donde el buffer Tris fue reemplazado por MES dado 
que éste tiene capacidad buffer adecuada para trabajar a pH ligeramente ácido, y el 
crecimiento bacteriano se determinó mediante medidas de densidad óptica. Los resultados 
indicaron que B. pertussis fue capaz de crecer en medio de cultivo con pH 6,0 aunque la 
densidad óptica alcanzada fue significativamente menor que en los cultivos con pH 7,6 
(Figura 6.11). Asimismo, cuando el pH del medio fue ajustado a 5,0 no se detectó 
crecimiento bacteriano (Figura 6.11). Estos resultados sugieren que el pH ligeramente 
ácido es perjudicial para el crecimiento de esta bacteria. Por estos motivos, se eligió el 
medio con pH 6,0 para analizar la contribución de MgtC al crecimiento de B. pertussis en 
medios ligeramente ácidos, ya que permite el crecimiento de la cepa salvaje y además es 
un valor de pH equivalente al encontrado en los endosomas tempranos que habita este 







Figura 6.11. B. pertussis es capaz de crecer en ambientes con pH ligeramente ácido. B. 
pertussis cepa salvaje fue cultivada en medio SS-MES ajustado a diferentes valores de pH y el crecimiento 
bacteriano fue cuantificado a las 48 h de incubación mediante medidas de densidad óptica con un 
espectrofotómetro ajustado a 650nm (DO650). Se muestran valores de media ± DE de valores máximos 
de DO650 alcanzados en uno de dos experimentos independientes realizados por triplicado. La DO650 
alcanzada en pH 6,0 difiere estadísticamente de la alcanzada en pH 7,6 y en pH 5,0 (*p<0,05; Test de 
ANOVA). La DO650 alcanzada en pH 5,0 difiere estadísticamente de la alcanzada en pH 7,6 y en pH 6,0 
(**p<0,05; Test de ANOVA). 
 
Con el fin de analizar si MgtC está involucrado en el crecimiento de B. pertussis 
en ambientes levemente ácidos, se analizó la curva de crecimiento de la cepa salvaje y la 
cepa mutante ∆mgtC en medios de cultivo neutros (pH 7,6) o ligeramente ácidos (pH 
6,0). Como control se incluyeron las cepas ∆mgtC complementada (pBBR-mgtC) y la 
cepa ∆mgtC con el plásmido de complementación vacío (pBBR). No se encontraron 
diferencias en el crecimiento entre las cepas cuando fueron cultivadas en medios con pH 
7,6 (Figura 16.2). Sin embargo, se observó un defecto en el crecimiento de la cepa 
mutante ∆mgtC en medios de cultivo ajustados a pH 6,0 en comparación a la cepa salvaje 
(Figura 6.12), indicando que MgtC está involucrada en la adaptación al estrés ácido. 
Asimismo, la curva de crecimiento de la cepa complementada fue equivalente a la de la 
cepa salvaje, mientras que la curva de crecimiento de la cepa ∆mgtC pBBR fue similar a 
la de la cepa ∆mgtC, sugiriendo que los efectos observados se deben a la falta de mgtC 
y no a un efecto polar causado por la mutación o por la presencia del plásmido de 






















Figura 6.12: MgtC está involucrado en el crecimiento de B. pertussis en entornos 
moderadamente ácidos. B. pertussis cepa salvaje (wt), mutante en mgtC (∆mgtC), mutante 
complementada con el plásmido pBBR1MCS-mgtC (pBBR-mgtC) o cepa mutante conteniendo el 
plásmido de complementación vacío (pBBR) fueron cultivadas en medio SS-MES ajustado a pH 7,6 ó 
6,0. El crecimiento bacteriano fue evaluado mediante medidas de densidad óptica utilizando un 
espectrofotómetro ajustado a 650nm (DO650). Se verificó que el pH de los cultivos no variara con el 
crecimiento bacteriano. Se muestran valores de media ± DE de duplicados de un experimento 
representativo de dos realizados. La DO650 máxima de las cepas wt y pBBR-mgtC cultivadas a pH 6,0 
fue significativamente diferente de la DO650 máxima de las cepas ΔmgtC y pBBR (*p<0,05; Test de 
ANOVA). 
 
Asimismo, mediante RT-qPCR se observó un aumento en el transcripto de mgtC 
cuando B. pertussis fue cultivada a pH 6,0 en comparación con pH 7,6 (Figura 6.13), 
sugiriendo que existe una regulación transcripcional de mgtC por acidez y que el 
crecimiento en entornos ligeramente ácidos induce su expresión. Se encontró un nivel 
similar de inducción de la expresión de mgtC en la cepa complementada, que es esperable 
dado que posee dicho gen bajo el control de su promotor nativo (Figura 6.13). Por último, 
no se detectó la expresión de mgtC en la cepa mutante ΔmgtC ni en la cepa mutante que 
posee el plásmido de complementación vacío (pBBR), confirmando los resultados 










































Figura 6.13. El pH ligeramente ácido induce la expresión de mgtC. B. pertussis cepa salvaje 
(wt), mutante en mgtC (∆mgtC), mutante complementada con el plásmido pBBR1MCS-mgtC (pBBR-
mgtC) o cepa mutante conteniendo el plásmido de complementación vacío (pBBR) fueron cultivadas en 
medio SS-MES ajustado a pH 7,6 ó pH 6,0. El nivel de expresión de mgtC fue cuantificado mediante 
RT-qPCR en muestras de bacterias en fase exponencial. El gen recA fue utilizado como control de 
estandarización y la condición SS pH 7,6 de cada cepa se utilizó como condición control. El nivel de 
expresión fue calculado utilizando el método 2-ΔΔCt [46]. Se muestran valores de media ± DE de un 
experimento realizado en duplicado representativo de dos realizados. El nivel de expresión de mgtC a 
pH 6,0 difiere significativamente de su nivel de expresión a pH 7,6 tanto en la cepa salvaje como en la 
cepa complementada en mgtC (*p<0,05; Test de Student). ND: no detectado. 
 
6.2.7. Análisis del rol que cumple MgtC en el crecimiento de B. pertussis en 
condiciones de baja disponibilidad de magnesio 
 
 Varios estudios indican que MgtC promueve el crecimiento de bacterias en 
condiciones de limitación de magnesio [35]. Para analizar la contribución de MgtC a la 
adaptación a ambientes limitados en magnesio en B. pertussis se determinó en primer 
lugar la concentración de MgCl2 a partir de la cual este nutriente se vuelve limitante para 
el crecimiento bacteriano. Para ello, se realizaron cultivos de B. pertussis cepa salvaje en 
medio SS con distintas concentraciones de MgCl2 (Figura 6.14). Se determinó que 
concentraciones de MgCl2 de 10 μM o menores limitan el crecimiento de B. pertussis. 
Por este motivo, se seleccionó el cultivo en medio SS con MgCl2 10 μM para evaluar el 
crecimiento en limitación de Mg2+. Asimismo, esta concentración de Mg2+ coincide con 
la utilizada para evaluar la contribución de MgtC al crecimiento en limitación de 
magnesio en diversos patógenos bacterianos [25, 27, 28, 30]. La condición de exceso de 


















































Figura 6.14: Crecimiento de B. pertussis en medios limitados en MgCl2. B. pertussis cepa 
salvaje fue cultivada en medio SS modificado con distintas concentraciones de MgCl2 y el crecimiento 
bacteriano fue cuantificado a las 48 h de incubación mediante medidas de densidad óptica con un 
espectrofotómetro ajustado a 650nm (DO650). Se muestran valores de media ± DE de un experimento 
realizado en triplicado representativo de dos realizados. El crecimiento de B. pertussis en SS con MgCl2 
10 μM difiere significativamente del resto de las condiciones (*p<0,05, ANOVA). El crecimiento de B. 
pertussis en SS con MgCl2 5 μM difiere significativamente del resto de las condiciones (**p<0,05; 
ANOVA). 
 
Con el fin de evaluar si MgtC está involucrado en el crecimiento de B. pertussis 
en condiciones de baja disponibilidad de Mg2+, se comparó la capacidad de crecimiento 
en medios limitados en este nutriente entre la cepa salvaje y la cepa mutante ∆mgtC. Si 
bien no se detectaron diferencias en la curva de crecimiento de ambas cepas en 
condiciones de exceso de magnesio, se observó que la cepa mutante ∆mgtC tuvo un 
crecimiento significativamente menor que la cepa salvaje en condiciones de limitación de 
este nutriente (Figura 6.15). Además, este defecto fue revertido por la presencia del 
plásmido pBBR-mgtC en la cepa complementada (Figura 6.15). Este resultado sugiere 
que MgtC está involucrado en el crecimiento de B. pertussis en condiciones de baja 























Figura 6.15. MgtC está involucrado en el crecimiento de B. pertussis en limitación de 
magnesio. B. pertussis cepa salvaje (wt), mutante en mgtC (∆mgtC), mutante complementada con el 
plásmido pBBR1MCS-mgtC (pBBR-mgtC) o cepa mutante contiendo el plásmido de complementación 
vacío (pBBR) fueron cultivadas en medio SS en condiciones de exceso (MgCl2 500 μM) o limitación 
(MgCl2 10 μM) de magnesio. El crecimiento bacteriano fue evaluado mediante medidas de densidad 
óptica utilizando un espectrofotómetro ajustado a 650nm (DO650). Se muestran valores de media ± DE 
de duplicados de un experimento representativo de dos realizados. La DO650 máxima de las cepas wt y 
pBBR-mgtC cultivadas en limitación de magnesio fue significativamente diferente de la DO 650 máxima 
de las cepas ΔmgtC y pBBR en la misma condición (*p<0,05; Test de ANOVA). 
 
Posteriormente se analizó el nivel de expresión de mgtC por RT-qPCR en 
condiciones de crecimiento con exceso o limitación de magnesio. La Figura 6.16 muestra 
que el transcripto de mgtC se encuentra inducido en limitación de magnesio, lo que 
sugiere una regulación específica de este factor por la disponibilidad de este ion. Estos 
resultados indican que la expresión de mgtC en B. pertussis se encuentra regulada de 









































Figura 6.16: La expresión de mgtC es inducida en limitación de magnesio. B. pertussis cepa 
salvaje (wt), mutante en mgtC (∆mgtC), mutante complementada con el plásmido pBBR1MCS-mgtC 
(pBBR-mgtC) o cepa mutante contiendo el plásmido de complementación vacío (pBBR) fueron cultivadas 
en medio SS en condiciones de exceso (MgCl2 500 μM) o limitación (MgCl2 10 μM) de magnesio. El 
nivel de expresión de mgtC fue cuantificado mediante RT-qPCR en muestras de bacterias en fase 
exponencial. El gen recA fue utilizado como control de estandarización y la condición MgCl2 500 μM de 
cada  cepa  se  utilizó  como  condición  control. El nivel de expresión fue calculado utilizando el método 
2-ΔΔCt [46]. Se muestran valores de media ± DE de un experimento realizado en duplicado representativo 
de dos realizados. El nivel de expresión de mgtC en medio de cultivo con MgCl2 500 μM difiere 
significativamente de su nivel de expresión en medio de cultivo con MgCl2 10 μM tanto en la cepa salvaje 
como en la cepa complementada en mgtC (*p<0,05; Test de Student). ND: no detectado. 
 
Para evaluar mejor la adaptación de B. pertussis a condiciones de limitación de 
magnesio se realizó una búsqueda de genes presentes en esta bacteria que tuvieran 
homología con importadores de magnesio. Se encontró que el genoma de B. pertussis 
codifica para una proteína (BP2806) con homología al canal de Mg2+ MgtE. Se determinó 
mediante RT-qPCR el nivel de expresión de mgtE y se encontró que su expresión se 
induce bajo limitación de magnesio (Figura 6.17). Este resultado indica que B. pertussis 
es capaz de modificar la expresión de al menos dos genes, mgtC y mgtE, para adaptarse 















































Figura 6.17: La limitación de magnesio induce la expresión de mgtE. B. pertussis cepa salvaje 
fue cultivada en medio SS en condiciones de exceso (MgCl2 500 μM) o limitación de magnesio (MgCl2 
10μM). El nivel de expresión de mgtE fue cuantificado mediante RT-qPCR en muestras de bacterias en 
fase exponencial. El gen recA fue utilizado como control de estandarización y la condición MgCl2 500μM 
se utilizó como condición control. El nivel de expresión fue calculado utilizando el método 2-ΔΔCt [46]. Se 
muestran valores de media ± DE de un experimento realizado en duplicado representativo de dos 
realizados. El nivel de expresión de mgtE en medio de cultivo con MgCl2 500 μM difiere 
significativamente de su nivel de expresión en medio de cultivo con MgCl2 10 μM (*p<0,05; Test de 
Student). 
 
6.2.8. Estudio del rol de MgtC en la adaptación de B. pertussis al pH moderadamente 
ácido del fagosoma 
Como se mencionó anteriormente, B. pertussis sobrevive dentro de la célula 
inmune en compartimientos levemente ácidos LysoTracker negativos con características 
de endosomas tempranos [40]. La concentración de Mg2+ en compartimentos 
fagosomales es controversial, existiendo estudios que indican que en los mismos hay una 
limitación de magnesio [42, 48], mientras que otros sugieren que este ion se encontraría 
en exceso [49, 50]. Por otro lado, los estudios presentados en este capítulo indican que 
MgtC de B. pertussis podría estar implicado tanto en la resistencia a estrés ácido como en 
la adaptación a baja disponibilidad de Mg2+. Para evaluar la contribución de MgtC en la 
adaptación al bajo pH encontrado en los fagosomas se evaluó la sobrevida intracelular de 
B. pertussis cepa salvaje y mutante ∆mgtC en macrófagos tratados con bafilomicina A1. 
Este fármaco es un inhibidor de las ATPasas vacuolares del huésped que bloquea la 
acidificación de los compartimentos lisosomales y endosomales [51]. El tratamiento de 
los macrófagos THP-1 con bafilomicina A1 aumentó la viabilidad intracelular de la cepa 
mutante ∆mgtC a niveles equivalentes a los de la cepa salvaje (Figura 6.18). Este 







































microambiente ácido hallado en el interior del fagosoma. Asimismo, teniendo en cuenta 
que MgtC es requerido para el crecimiento en limitación de magnesio incluso en medio 
de cultivo con pH neutro (Figura 6.15), este resultado sugiere que la disponibilidad de 
magnesio no es un factor limitante para la persistencia intracelular de B. pertussis. Por 
último, es interesante destacar que el tratamiento con bafilomicina A1 aumentó 
significativamente la supervivencia de las cepas utilizadas en comparación con su 
respectivo control sin tratar (Figura 6.18), confirmando estudios previos que sugieren 
que la acidificación fagosomal es requerida para que los macrófagos eliminen de forma 





Figura 6.18: El tratamiento con Bafilomicina A1 suprime las diferencias en la sobrevida 
intracelular entre la cepa salvaje y mutante en mgtC. Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA por 
24 h y posteriormente incubadas con bafilomicina A1 50 nM disuelta en DMSO para neutralizar los 
fagosomas o con DMSO (Control) por 1 h. Posteriormente los macrófagos THP-1 fueron incubadas con B. 
pertussis (Rib/c 100) cepa salvaje (wt), mutante en mgtC (∆mgtC), mutante complementada con el 
plásmido pBBR1MCS-mgtC (pBBR-mgtC) o cepa mutante contiendo el plásmido de complementación 
vacío (pBBR) durante 2 h. Después de tres lavados, las células fueron incubadas durante 1 h con polimixina 
B para inactivar las bacterias extracelulares y el número de UFC de B. pertussis por ml fue determinado a 
las 48 h post infección. La polimixina B y la bafilomicina A1 se mantuvieron durante todo el tiempo de 
infección. Los datos representan la media ± DE de tres experimentos independientes. El número de UFC 
por ml de las cepas ΔmgtC y pBBR fue significativamente diferente del número de UFC por ml de las cepas 
wt y pBBR-mgtC en la condición control (*p<0,05; Test de ANOVA). El número de UFC por ml de las 
cepas en células tratadas con bafilomicina A1 difiere significativamente del número de UFC por ml de 




























La inhibición de la acidificación vesicular en los macrófagos THP-1 por 
tratamiento con bafilomicina A1 se confirmó por incubación con LysoTracker. Este 
marcador consiste en un fluoróforo conjugado a una base débil que está parcialmente 
protonada a pH neutro [53]. Esto permite que la sonda difunda libremente a través de las 
membranas celulares. Sin embargo, en presencia de ambientes ácidos, como los 
encontrados en los lisosomas, se produce la protonación completa del marcador que 
adquiere carga positiva y es retenido en estas vesículas, marcándolas así con fluorescencia 
roja [53]. En la Figura 6.19 se muestra que los macrófagos THP-1 tratados con 
bafilomicina A1 no acumularon el marcador LysoTracker en compartimentos 
intracelulares, confirmando la neutralidad de estos compartimentos debido a la actividad 




Figura 6.19: La incubación con Bafilomicina A1 neutraliza los compartimentos lisosomales 
en macrófagos THP-1. Células THP-1 fueron diferenciadas con PMA por 24 h y posteriormente incubadas 
con bafilomicina A1 50 nM disuelta en DMSO (BAF) o con DMSO (Control) por 1 h o 48 h. Muestras de 
macrófagos a cada tiempo ensayado fueron incubados con LysoTracker por 20 minutos para visualizar los 
compartimientos ácidos por su fluorescencia roja. Las células fueron fijadas y posteriormente procesadas 
para su visualización en microscopio de fluorescencia. Se muestran imágenes representativas de cada 
condición. 











Se ha descripto que la bafilomicina A1 ejerce un efecto moderadamente 
inhibitorio sobre ciertas ATPasas bacterianas [54]. Por este motivo, se evaluó si la 
bafilomicina A1 afectaba la viabilidad de B. pertussis mediante la incubación de bacterias 
con este inhibidor, en las concentraciones utilizadas en los ensayos de sobrevida. Se 
observó que la bafilomicina A1 no afecta la viabilidad de las cepas B. pertussis empleadas 




Figura 6.20: La bafilomicina A1 no afecta la viabilidad de B. pertussis. B. pertussis cepa salvaje 
(wt) o mutante en mgtC (∆mgtC) fueron incubadas durante 1 h con bafilomicina A1 50 nM disuelta en 
DMSO (BAF) o con DMSO (Control), y posteriormente cultivadas en ABG para enumerar UFC. Los 
datos representan la media ± DE de dos experimentos independientes. 
 
6.2.9. Análisis de la sobrevida intracelular de la cepa ∆mgtC en células del epitelio 
respiratorio 
Tal como fue mencionado previamente, otro de los nichos de posible persistencia 
intracelular de B. pertussis en el hospedador son las células del epitelio respiratorio [55]. 
Con el fin de analizar si MgtC está involucrado en la persistencia intracelular de B. 
pertussis en este tipo celular, se realizaron infecciones de la línea celular de epitelio 
respiratorio 16HBE14o- con la cepa salvaje y con la cepa mutante ∆mgtC. Mediante el 
uso de microscopía de fluorescencia se observó que el nivel de adhesión e internalización 
a las células epiteliales no difirió significativamente entre las cepas utilizadas, sugiriendo 


























Figura 6.21: La falta de MgtC no afecta la adhesión ni la internalización de B. pertussis a 
células del epitelio respiratorio. Células 16HBE14o- fueron incubadas con B. pertussis (Rib/c 30) cepa 
salvaje (wt) o mutante en mgtC (∆mgtC) durante 3 h. Luego las células fueron lavadas y fijadas con 
paraformaldehído. El número de bacterias extracelulares e intracelulares fue discriminado con doble 
marcación inmunofluorescente y cuantificado mediante microscopía de fluorescencia. A) Bacterias totales 
(rojas y verdes) adheridas por célula. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de 
bacterias/célula respecto a la cepa salvaje (wt). Se muestran la media ± DE de dos experimentos 
independientes. B) Porcentaje de internalización (bacterias verdes × 100 / bacterias totales) por célula. 
Se muestra la media ± DE de dos experimentos independientes 
 
Ensayos de protección al antibiótico polimixina B y recuento de UFC mostraron 
que la sobrevida intracelular de la cepa mutante ∆mgtC en células epiteliales no fue 
significativamente diferente de la cepa salvaje en ninguno de los tiempos de infección 
analizados. Estos resultados indican que MgtC, bajo las condiciones experimentales 
utilizadas en este trabajo, no está involucrado en adaptación de B. pertussis al 














































Figura 6.22: MgtC no está involucrado en la sobrevida intracelular de B. pertussis en células 
del epitelio respiratorio. Células 16HBE14o- fueron incubadas con B. pertussis (Rib/c 30) cepa salvaje 
(wt) o mutante en mgtC (∆mgtC) durante 3 h. Después de tres lavados, las células fueron incubadas durante 
1 h con polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares y el número de UFC de B. pertussis por ml 
fue determinado a los distintos tiempos post infección. La polimixina B se mantuvo durante todo el tiempo 
























 En el estudio del proteoma de B. pertussis presentado en el Capítulo 3 se 
encontraron por primera vez indicios de que este patógeno expresa una proteína homóloga 
al factor de virulencia MgtC en localización intracelular, un factor relevante para la 
persistencia de varios patógenos en células del hospedador [35]. Para confirmar la 
expresión de MgtC se utilizó SRM que, como se mencionó anteriormente, es una técnica 
propuesta como una alternativa al inmunoblot e indicada para la confirmación de 
expresión proteica en muestras en donde la baja abundancia de las mismas dificulta la 
detección por otros métodos [56]. Los estudios de SRM confirmaron que B. pertussis 
expresa MgtC tanto extracelularmente como en localización intracelular, y que su 
expresión aumenta a medida que la infección progresa, aunque de manera 
estadísticamente no significativa. En Salmonella Typhimurium MgtC se encuentra 
codificado en el operón mgtCB junto con el transportador de Mg2+ MgtB [57]. Se ha 
demostrado que MgtC es necesario para la duplicación intracelular de este patógeno en 
macrófagos [58] y que el transcripto de mgtCB se encuentra fuertemente inducido en 
localización intracelular [48, 59]. El análisis proteómico de S. Typhimurium aislada de 
macrófagos confirmó la inducción intracelular de MgtB, sin embargo la producción de la 
proteína MgtC no fue detectada [60]. Estos resultados sugieren que los niveles proteicos 
de MgtC en localización intracelular es baja y/o que la expresión de este factor ocurre en 
tiempos precisos que no fueron analizados por dicho estudio proteómico [61]. Estudios 
posteriores describieron que en S. Typhimurium los niveles de la proteína MgtC se 
encuentran regulados por un péptido denominado MgtR, codificado a continuación del 
gen mgtB [61]. El péptido MgtR interacciona directamente con MgtC y promueve su 
degradación por la proteasa FtsH [61], sugiriendo que los niveles proteicos de MgtC en 
S. Typhimurium son controlado de manera precisa. En este sentido, que B. pertussis 
mantenga la expresión de MgtC en el estadio intracelular indica que podría ser relevante 
para su viabilidad en este estadio. 
 Diversos estudios indican que MgtC promueve la sobrevida intracelular de varias 
bacterias patogénicas al favorecer su adaptación al ambiente encontrado dentro de células 
del hospedador [35]. En los estudios presentados en este capítulo se observa que MgtC 
cumple un rol similar en B. pertussis. Los estudios de tráfico intracelular realizados 





número significativo de bacterias es capaz de evadir la fusión fagolisosomal y de 
permanecer viable en compartimentos con características de endosomas tempranos [40]. 
En este capítulo se demostró que la falta de MgtC disminuye la sobrevida intracelular de 
B. pertussis y, consecuentemente, aumenta el tráfico bacteriano a lisosomas, sugiriendo 
que MgtC promueve la viabilidad bacteriana dentro de macrófagos. 
Estudios previos en otros patógenos sugieren que MgtC tendría un rol en la 
adaptación de las bacterias a condiciones de estrés intracelular [58]. En particular, se ha 
descripto que uno de los mecanismos utilizados por las células inmunes para controlar la 
supervivencia y el crecimiento de patógenos invasores es limitar el acceso de cationes a 
los compartimentos intracelulares [62]. Los patógenos, a su vez, poseen estrategias para 
obtener este tipo de nutrientes en la localización intracelular que posibilitan su 
persistencia [62]. Tal como se menciona en la Introducción de este Capítulo, se ha 
observado que MgtC participa en la adaptación a condiciones ambientales con escasa 
disponibilidad de magnesio [58]. Nuestro estudio demostró que MgtC está involucrado 
en el crecimiento in vitro de B. pertussis en condiciones de limitación de magnesio. 
Asimismo, se observó que la transcripción de mgtC en B. pertussis se induce en estas 
condiciones ambientales, apoyando la hipótesis de que este factor está involucrado en la 
adaptación bacteriana a concentraciones bajas de magnesio, tal como ocurre en otros 
patógenos [58]. Bajo estas condiciones de cultivo se encontró además una regulación 
positiva de un gen homólogo al canal de magnesio mgtE, sugiriendo que ambos genes 
están involucrados en la adaptación de B. pertussis a la baja disponibilidad de magnesio.  
La caracterización de MgtC en Salmonella Typhimurium como un factor 
necesario para crecer tanto en bajo magnesio como para duplicar en macrófagos [27], 
entre otros estudios [18, 63], fue interpretado como un indicio de que los fagosomas son 
un ambiente limitado en magnesio [64]. De hecho, fue formulada la hipótesis que la 
reducción de la concentración de magnesio en el fagosoma podría ser mediada por un 
transportador relacionado con Nramp1 [64]. Nramp1 (Slc11a1) forma parte de los 
mecanismos empleados por el huésped en la inmunidad nutricional para restringir el 
acceso de patógenos a micronutrientes requeridos para su multiplicación [65]. Esta 
proteína se encuentra presente en la membrana fagosomal de macrófagos y neutrófilos, y 
funciona como una bomba de eflujo de metales divalentes [66] involucrada 
principalmente en la exclusión de hierro y manganeso hacia fuera de estos 





en maduración, con cinética similar a la del reclutamiento de Rab5 [66]. Más información 
sobre la función de Nramp1 proviene de la caracterización bioquímica de su parálogo 
DMT1 (también llamado Nramp2) [67]. Aunque se descubrió después de Nramp1, DMT1 
se ha caracterizado mucho mejor a nivel molecular [67]. Se ha demostrado que DMT1 
transporta una amplia gama de metales divalentes, incluidos Fe2+, Zn2+ y Mn2+, sin 
embargo, no es capaz de transportar Ca2+ ni Mg2+ [66]. Este resultado sugiere que no 
existiría un agotamiento de Mg2+ en los fagosomas, al menos no mediado por proteínas 
de la familia Nramp. De hecho, mediciones directas mostraron que la concentración de 
Mg2+ en los fagosomas es elevada, al menos en la interacción entre S. Typhimurium y 
macrófagos [50]. A su vez, se ha demostrado que la ameba Dictyostelium discoideum, un 
organismo utilizado extensamente como modelo para estudiar los mecanismos de 
fagocitosis bacteriana [68], utiliza el bombeo activo de Mg2+ hacia el fagosoma a través 
del transportador Kil2 para asegurar la actividad óptima de las proteasas fagolisosomales 
y así lograr la eliminación eficiente de las bacterias ingeridas [49]. Estos resultados, 
aunque limitados por el modelo experimental empleado, parecen indicar que no hay baja 
disponibilidad de Mg2+ en los fagosomas. Mas aún, estos resultados sugieren que los 
patógenos intracelulares podrían tener que adaptarse a entornos con concentraciones 
elevadas de magnesio. Se ha demostrado que Bordetella bronchiseptica, un patógeno 
estrechamente relacionado con B. pertussis, es capaz de evadir la eliminación por la 
ameba D. discoideum y persistir intracelularmente dentro de ésta por periodos extensos 
de tiempo [69], convirtiendo a este huésped en un posible reservorio ecológico para la 
expansión y transmisión de este patógeno [70]. B. bronchiseptica, al igual que B. 
pertussis, posee los exportadores de Mg2+ CorC (BB1354) y CorD (BB4623), que podrían 
ser relevantes para promover la viabilidad de ambos patógenos en un fagosoma con 
concentraciones elevadas de Mg2+. 
MgtC también está involucrado en la adaptación de bacterias a medios con pH 
moderadamente bajos [25]. Como se mencionó anteriormente, B. pertussis habita 
compartimentos con características de endosomas tempranos dentro de macrófagos 
humanos [40]. Este tipo de endosoma es ligeramente ácido, con valores de pH cercanos 
6,0 [41]. En este capítulo, mediante ensayos de crecimiento en medio sintético ajustado a 
diferentes valores de pH, se demostró la participación de MgtC en la promoción del 
crecimiento de B. pertussis en entornos con pH ligeramente ácido. Estos resultados 





podría estar relacionada con la adaptación a entornos acídicos. Para poder estudiar en 
mayor profundidad este mecanismo, se realizaron infecciones de macrófagos THP-1 
previamente tratados con bafilomicina A1, un fármaco inhibidor de la acción de las V-
ATPasas del huésped que evita la acidificación de los fagosomas [51]. Estos estudios 
mostraron que el tratamiento con bafilomicina A1 no sólo aumentó la sobrevida 
intracelular de la cepa salvaje, como fue reportado previamente [52], sino que también 
eliminó la diferencia en la sobrevida intracelular entre esta cepa y la cepa mutante ∆mgtC. 
Estos resultados sugieren que el principal rol de MgtC en la sobrevida intracelular de B. 
pertussis estaría relacionado con la adaptación a las condiciones de acidez encontradas 
dentro de los fagosomas. Asimismo, teniendo en cuenta que MgtC es necesario para el 
crecimiento en limitación de magnesio incluso en medio de cultivo con pH neutro, estos 
resultados parecen indicar que en el fagosoma de B. pertussis no hay baja disponibilidad 
de magnesio, lo cual está de acuerdo con estudios previos que muestran que existe un 
exceso de Mg2+ en los fagosomas [49, 50]. Sin embargo, estos estudios no permiten 
descartar la posibilidad que el tratamiento de los macrófagos con bafilomicina A1 afecte 
la permeabilidad iónica del fagosoma que contiene a B. pertussis, eliminando así la 
restricción de magnesio, si es que la hubiera. 
A diferencia de lo encontrado en macrófagos, se observó que MgtC no está 
involucrado en la persistencia intracelular de B. pertussis en la línea celular 16HBE14o- 
de epitelio respiratorio humano. Esta observación podría estar relacionada con diferencias 
entre los compartimentos intracelulares que habita B. pertussis en ambos tipos celulares. 
Si bien no se ha caracterizado aún el tráfico intracelular de B. pertussis en la línea celular 
16HBE14o-, resultados previos de nuestro grupo utilizando células A549 de epitelio 
respiratorio indican que esta bacteria habita compartimentos con características de 
endosomas tempranos [55]. El tráfico a este tipo de compartimentos es similar a lo 
encontrado en macrófagos humanos [40]. Medidas realizadas en macrófagos alveolares y 
en células del epitelio respiratorio indicaron que el pH fagosomal de los macrófagos es 
más ácido que el de las células epiteliales [71]. Así, B. pertussis podría encontrar 
condiciones de acidez diferentes en el fagosoma que habita en células epiteliales en 
comparación con macrófagos, y por este motivo, podría no requerir de MgtC para 
adaptarse al ambiente intracelular de células epiteliales. 
En general, los resultados presentados en este capítulo indican que MgtC de B. 





de acidez y por el otro en entornos limitados en magnesio. Esta doble función podría 
explicarse si, como está descripto en Salmonella Typhimurium, MgtC inhibe la ATP 
sintasa bacteriana con el fin de disminuir la producción de ATP en condiciones de 
crecimiento adversas [37]. Esta actividad inhibitoria explicaría el rol de MgtC en el 
crecimiento de B. pertussis en pH ácido, una condición que estimula la actividad de la 
ATP sintasa y que podría interferir con la viabilidad bacteriana [72], así como también en 
limitación de magnesio, en donde la inhibición de la ATP sintasa provocaría una 
disminución en los niveles de ATP y la consiguiente liberación del Mg2+ unido a éstos, 
para obtener así un suministro adicional de este catión [72]. Se deberían realizar 
experimentos adicionales para corroborar si MgtC interacciona y es capaz de inhibir la 
actividad de la ATP sintasa bacteriana en B. pertussis. 
MgtC se encontró expresado en B. pertussis intracelular y, a su vez, su expresión 
aumenta en condiciones de cultivo con pH ligeramente ácido, como el encontrado 
dentro del fagosoma con características de endosoma temprano que esta bacteria  habita 
en macrófagos humanos [40]. Otros dos factores caracterizados en esta Tesis como 
relevantes para la sobrevida de este patógeno en células del hospedador, como BfrD 
(Capítulo 4) e IRP1-3 (Capítulo 5), también aumentan su expresión en entornos ácidos. 
Además, se encontró que el pH ligeramente ácido inhibe la expresión del transportador 
de hierro AfuA (Capitulo 4), una proteína cuyos niveles disminuyen hasta no ser 
detectados a medida que trascurre la infección intracelular de macrófagos (Capitulo 3). 
De esta manera, la detección de pH por B. pertussis podría ser un factor clave para 
regular la expresión de factores necesarios para su sobrevida en células del hospedador. 
Por otro lado, en este capítulo se encontró que la disponibilidad de Mg2+ también afecta 
la expresión de mgtC en B. pertussis. Si bien el acceso a este catión probablemente no 
sea un limitante en la sobrevida intracelular de B. pertussis en macrófagos, es posible 
que este patógeno encuentre limitación de magnesio durante la colonización de otros 
nichos en el huésped. La regulación de MgtC en Salmonella Typhimurium es llevada a 
cabo principalmente por el sistema de dos componentes PhoPQ [73], que es activado 
por limitación de Mg2+, pH ácido o presencia de péptidos antimicrobianos, siendo estas 
dos últimas potenciales condiciones de entorno intracelular para S. Typhimurium [74]. 
Así, es probable que en B. pertussis los mecanismos de regulación de la expresión de 
mgtC tanto por disponibilidad de Mg2+ como por pH ambiental también esté regulada 





principal regulador de los factores de virulencia de B. pertussis, detecta las 
concentraciones ambientales de iones SO42- pero no de Mg2+ [75], con lo cual 
posiblemente no esté involucrado en la regulación de MgtC en limitación de Mg2+. Por 
otro lado, el sistema de dos componentes RisAS de B. bronchiseptica, funcionalmente 
análogo a RisA/RisK de B. pertussis [76], está involucrado en la adaptación de estos 
patógenos a la vida intracelular [77, 78], y además es inhibido por concentraciones 
elevadas de Mg2+ [78], lo que lo convierte en candidato potencialmente involucrado en 
la regulación de MgtC en limitación de Mg2+. Con respecto a la regulación por pH se 
ha demostrado que RisAS no responde a pH ácido [78], con lo cual probablemente no 
sea el sistema encargado de regular la expresión de MgtC en repuesta al pH del entorno. 
En relación a BvgAS, se desconoce si este sistema es capaz de ser activado en 
condiciones de acidez. Hay ensayos en curso al momento de la escritura de esta Tesis 
para evaluar esta posibilidad.  
 Un aspecto interesante para resaltar es que el genoma de B. parapertussis, un 
patógeno humano estrechamente relacionado con B. pertussis, codifica para una proteína 
(BPP3813) con homología a MgtC de B. pertussis. Cabe destacar que B. parapertussis es 
otro agente causal de la tos convulsa y, al igual que B. pertussis, ha persistido en la 
población durante décadas y también es capaz de sobrevivir intracelularmente [40, 79]. 
B. pertussis y B. parapertussis evolucionaron a partir de un ancestro común, B. 
bronchiseptica, en dos eventos independientes [80]. En ambos casos el proceso que 
involucró la pérdida e inactivación de genes a gran escala [80]. El hecho de que MgtC se 
haya conservado con una identidad de secuencia casi completa a pesar de la especiación 
sugiere que esta proteína está involucrada en la patogénesis de estas bacterias. Los 
resultados presentados en este Capítulo avalan esta hipótesis sugiriendo que MgtC es un 
factor relevante para el establecimiento de infecciones intracelulares muy probablemente 










B. pertussis expresa un homólogo de MgtC que está involucrado en la sobrevida 
intracelular de esta bacteria en macrófagos humanos. Este factor estaría principalmente 
involucrado en la adaptación de B. pertussis al microambiente moderadamente ácido 
presente en los compartimientos con características de endosomas tempranos donde 
reside en macrófagos humanos. Asimismo, los resultados presentados sugieren que la 
concentración intracelular de Mg2+ en estos compartimentos no sería un factor limitante 
para la sobrevida intracelular de B. pertussis. Por otro lado, se puede concluir que MgtC 
es un factor relevante de B. pertussis para adaptarse a ambientes limitados en magnesio y 
que estos entornos además inducen la expresión del canal de Mg2+ MgtE. Por último, los 
estudios sugieren que MgtC, a diferencia del o que ocurre en macrófagos, no es necesario 
para la persistencia intracelular de B. pertussis en células del epitelio respiratorio, 
sugiriendo que existen diferencias en la composición de los compartimentos 
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7. Discusión general 
 
A pesar de las altas tasas de vacunación la tos convulsa continúa siendo un 
problema de salud pública a nivel mundial, siendo una de las principales causas de muerte 
por enfermedades evitables mediante vacunación [1]. Las vacunas actualmente utilizadas 
si bien confieren cierto grado de protección contra los síntomas de la enfermedad, no 
previenen eficientemente la colonización por B. pertussis [2], permitiendo el 
establecimiento de portadores asintomáticos e imposibilitando su erradicación [3]. B. 
pertussis es un patógeno estrictamente humano y sin reservorio conocido por fuera del 
hombre [4]. Las bases de la persistencia de este patógeno en la población, así como su 
localización durante períodos asintomáticos, aún no han sido esclarecidos, dificultando el 
diseño de estrategias inmunopreventivas eficaces. La continua circulación de la bacteria 
en poblaciones inmunizadas con vacunas que inducen una protección deficiente ha 
conducido a la aparición de cepas más virulentas [5, 6], con ciertas características que les 
permiten evadir la ya deficiente inmunoprotección [7]. La introducción de las vacunas 
acelulares ha tenido un impacto decisivo en la selección de cepas circulantes, la 
reemergencia de la enfermedad y el cambio de rango etario de los infectados con B. 
pertussis, observándose un incremento en el número de casos reportados en adolescentes 
y adultos [8, 9]. Estos últimos cursan la enfermedad de forma atípica adquiriendo la 
misma el carácter de crónica y persistente en algunos casos [10] y constituyen una de las 
principales fuentes de contagio de lactantes y niños parcialmente inmunizados, quienes 
presentan la mayor morbimortalidad [11]. Por estos motivos, la vacunación de adultos ha 
sido propuesta como una estrategia para detener la circulación de B. pertussis en la 
población [12]. En particular, la vacunación obligatoria de madres embarazadas ha 
logrado disminuir significativamente la mortalidad infantil [13], fundamentalmente 
debido a que la madre es la mayor fuente de contagio para el recién nacido [14]. A pesar 
de esta mejora en la situación epidemiológica, el uso de vacunas deficientes determina 
que los picos epidémicos y muertes causadas por esta bacteria siguen siendo un problema 
mundial de salud pública [15]. El diseño de mejoras en las estrategias preventivas contra 
B. pertussis depende en gran medida del esclarecimiento de los mecanismos que 
contribuyen a la persistencia de esta bacteria en el hospedador. 
A principios de la década de 1980, debido a los efectos adversos de la vacuna 





de disminuir los posibles efectos secundarios [16]. En el momento de la formulación de 
la vacuna acelular se consideraba que B. pertussis desarrollaba una infección 
estrictamente extracelular del epitelio respiratorio, que se iniciaba con la adhesión de B. 
pertussis a células epiteliales del tracto respiratorio y continuaba con la multiplicación de 
las bacterias en el sitio de adhesión y la producción de toxinas [17], que daba lugar a la 
fase tóxica de la enfermedad. Debido a que desde el inicio de la fase tóxica la bacteria ya 
no se recupera del tracto respiratorio por hisopado nasofaríngeo se consideró por mucho 
tiempo que la bacteria se eliminaba en un período aproximado de 7 días desde el comienzo 
de la colonización. Por este motivo, se aceptó que la interferencia con el proceso de 
adhesión inicial y la neutralización de las toxinas era suficiente para brindar protección 
contra esta enfermedad [17]. Los antígenos incluidos en la vacuna acelular se 
seleccionaron teniendo en cuenta que indujeran anticuerpos con las actividades biológicas 
mencionadas, fueran seguros y que brindaran protección contra la infección en modelos 
animales [18]. Los antígenos que cumplían con estas características en ese momento eran 
la adhesina FHA, la toxina pertussis (PT) y, en menor medida, las fimbrias [16].  Así fue 
como las vacunas acelulares se formularon inicialmente FHA y fimbrias, para evitar la 
adhesión de B. pertussis al tracto respiratorio, y PT, para inducir anticuerpos que 
neutralizaran la acción de esta toxina [18]. Por otro lado, tiempo más tarde se incluyó 
también pertactina (Prn) debido a que la inmunización con este antígeno confería 
protección en modelos animales [19]. Esta actividad protectora se atribuyó que Prn tiene 
un dominio RGD en su secuencia de aminoácidos y anticuerpos dirigidos contra esta 
proteína podría interferir con la adhesión de B. pertussis a células del hospedador [20]. 
Años más tarde se demostró Prn no está involucrada en la adhesión de la bacteria al 
epitelio respiratorio [21, 22] y que la base de su actividad protectora se debe a que es el 
único antígeno incluido en las vacunas acelulares que es blanco de opsoninas y promotor 
de actividad celular bactericida en neutrófilos y macrófagos [23]. La toxina adenilato 
ciclasa (CyaA) no fue incluida en esta lista de candidatos vacunales principalmente 
porque no estaba completamente caracterizada [18] y se creía que podía inducir 
autoinmunidad en el vacunado. El único adyuvante aprobado para uso en humanos en el 
momento de la formulación de la vacuna acelular era el hidróxido de aluminio [24]. Este 
adyuvante induce fundamentalmente inmunidad humoral [25], dado que activa la 
inmunidad Th2 [26]. Así, este tipo de inmunidad podría ser suficiente si B. pertussis fuese 
un patógeno extracelular. La implementación de la vacuna acelular disminuyó los efectos 





situación epidemiológica de esta enfermedad sino todo lo contrario. El aumento de la 
incidencia fue tal que la OMS y el CDC la declararon enfermedad reemergente a fines de 
los 90, aproximadamente 10 años después de la introducción de la vacuna acelular [29]. 
El estudio de las cepas circulantes en el comienzo de la reemergencia mostró 
polimorfismos en zonas inmunodominantes de los antígenos vacunales con respecto a la 
cepa vacunal, sugiriendo una inmunoselección inducida por vacunación [30]. 
Actualmente las cepas circulantes han perdido por deleción uno o más antígenos incluidos 
en las vacunas acelulares, confirmando la inmunoselección dirigida por vacunación y la 
profundización de la problemática epidemiológica [31]. La vacuna acelular no es óptima 
en el control de la tos convulsa como resultado de una combinación de factores que 
incluyen la calidad y cantidad de antígenos y el tipo de adyuvante utilizado. En relación 
a esto último varios estudios demostraron un rol crucial de la inmunidad celular 
(contribución Th1) en la protección contra B. pertussis en modelos murinos de infección 
[32-34], resultados que no son esperables en la protección contra un patógeno 
estrictamente extracelular. Los estudios en babuinos, recientemente adoptados como el 
mejor modelo de infección existente, confirmaron la importancia de este tipo de 
inmunidad en la protección contra B. pertussis [2]. Además, confirmaron que la vacuna 
acelular, si bien protege contra los síntomas de la enfermedad, no impide la colonización 
del tracto respiratorio por B. pertussis ni la transmisión de este patógeno a huéspedes no 
inmunes e incluso predispone a la infección subclínica [2]. La necesidad de inmunidad 
celular para lograr la eliminación de B. pertussis del hospedador sumado a la existencia 
de infectados asintomáticos, según se deduce de la epidemiología y la ausencia de un 
vector o reservorio por fuera del hombre, sugiere una posible fase intracelular de 
persistencia, tal como se ha visto en otros patógenos de difícil erradicación también 
considerados originalmente extracelulares [35]. Nuestro grupo fue pionero en el 
descubrimiento de que esta bacteria se comporta como un patógeno intracelular 
facultativo con un eventual nicho de persistencia dentro de macrófagos [36] y células del 
epitelio respiratorio del hospedador [37]. La existencia de una fase intracelular explica 
datos clínicos y epidemiológicos incompatibles con un patógeno estrictamente 
extracelular y justifica la necesidad de una contribución Th1 en la respuesta inmune para 
que sea protectora.  
En los últimos años se han acumulado evidencia de patógenos bacterianos 





intracelulares durante el ciclo infeccioso, lo cual da lugar a infecciones crónicas o 
recurrentes y dificultan su erradicación [35]. Los ejemplos de este tipo de patógenos son 
Staphylococcus aureus [38], Streptococcus pyogenes [39], Streptococcus pneumoniae 
[40], Bacillus anthracis [41], Helicobacter pylori [42] y diversas cepas patogénicas de 
Escherichia coli [43-46]. Se ha demostrado que estos patógenos tienen la capacidad 
sobrevivir y, en algunos casos, multiplicarse dentro de las células del huésped [35]. En el 
caso de B. pertussis, estudios previos realizados tanto in vitro como in vivo sugerían que 
esta bacteria era capaz de ingresar en diferentes tipos de células del hospedador y de 
persistir intracelularmente [47-50]. Para poder evaluar esta posibilidad nuestro grupo 
empleó diferentes técnicas que abarcan la microscopía electrónica, la hibridación 
fluorescente in situ (FISH) para evaluar la localización intracelular de bacterias viables, 
combinada con la evaluación de tráfico intracelular por microscopía confocal y 
marcadores específicos, y ensayos de protección a polimixina B para evaluar viabilidad 
intracelular [36, 37, 51]. Así, demostramos que B. pertussis es efectivamente capaz de 
sobrevivir dentro de células epiteliales, neutrófilos y macrófagos de origen humano [36, 
37, 51]. La sobrevida de B. pertussis al encuentro con neutrófilos en ausencia de 
anticuerpos opsonizantes indica que esta bacteria es capaz de evitar la barrera más 
importante de la inmunidad innata contra patógenos bacterianos inhibiendo la actividad 
celular bactericida tanto intracelular como extracelular de los neutrófilos [51-53]. Al 
sobrevivir al encuentro con neutrófilos, B. pertussis podría adherirse a las células del 
epitelio respiratorio o ser capturada por los macrófagos alveolares. En el caso de las 
células epiteliales, resultados de nuestro grupo han demostrado que B. pertussis 
permanece viable dentro de este tipo celular y es capaz de repoblar el medio extracelular 
[37], lo cual, eventualmente, le permitiría emerger cuando las condiciones extracelulares 
sean favorables. La interacción de B. pertussis con macrófagos en ausencia de anticuerpos 
opsonizantes es levemente diferente. Una vez fagocitadas una parte de las bacterias es 
dirigida a lisosomas donde son inactivadas, pero un número significativo evita este tráfico 
bactericida y permanece viable en localización intracelular en fagosomas con 
características de endosoma tempranos donde puede establecer un eventual nicho 
duplicativo [36]. De esta manera, tanto las células epiteliales como los macrófagos son 
potenciales nichos de persistencia de B. pertussis. Se han publicado estudios in vivo que 
apoyan estos resultados obtenidos in vitro. Utilizando modelos de infección en animales 
se ha encontrado que B. pertussis permanece viable dentro de macrófagos alveolares de 





ha sido hallada en macrófagos alveolares de niños coinfectados con el virus de 
inmunodeficiencia humana [56] y en células ciliadas y macrófagos alveolares de infantes 
en los cuales se ha confirmado neumonía provocada por esta bacteria [57]. Los 
macrófagos, por sus características y su larga vida media, son nichos de persistencia de 
varios patógenos de difícil erradicación. Este tipo celular no sólo posibilita el 
establecimiento de infecciones crónicas o persistentes sino también la diseminación de 
patógenos a nuevos sitios de infección en el huésped [58, 59]. Resultados de nuestro 
grupo de investigación aún no publicados utilizando un modelo murino de infección 
mostraron la existencia B. pertussis viable en bazo e hígado de ratones infectados. Ya que 
B. pertussis no es un patógeno invasivo estos resultados sugieren que la bacteria podría 
haber sido transportada hasta estos sitios por macrófagos. En definitiva, las células del 
epitelio respiratorio y los macrófagos podrían tener un rol significativo en la persistencia 
de B. pertussis en el hospedador, en el fracaso de las estrategias preventivas y en la 
permanente circulación de la bacteria en la población, que ha llevado a la situación 
epidemiológica actual. El objetivo de este trabajo de Tesis fue el estudio de esta 
interacción y la identificación de los factores involucrados en la sobrevida B. pertussis 
dentro de células del hospedador.  
La sobrevida de una bacteria en un nicho particular requiere del desarrollo de una 
respuesta adaptativa generalmente mediada por la regulación positiva o negativa de la 
expresión de genes involucrados en la adaptación a las condiciones del entorno 
encontradas [60]. El estudio de dicha respuesta es complejo y existen varias formas de 
abordarlo. De todas ellas, las técnicas de proteómica han ocupado un lugar predominante 
en los últimos años debido a que proporcionan una visión global de los cambios generados 
en el patógeno y ha conducido a avances significativos en la comprensión de los eventos 
que llevan al establecimiento de un nicho intracelular [61-68]. La interacción huésped-
patógeno se produce principalmente a nivel de proteínas, dado que son éstas las 
principales responsables de las funciones biológicas de las células [69]. Dentro de este 
marco, este trabajo de Tesis Doctoral tuvo como primer objetivo identificar factores 
bacterianos involucrados en la sobrevida y eventual duplicación intracelular de B. 
pertussis mediante el estudio de los cambios en el proteoma bacteriano durante la 
infección intracelular. El estudio presentado en el Capítulo 3 mostró la modificación de 
la abundancia de al menos 300 proteínas de B. pertussis durante su adaptación al 





demostró un enriquecimiento en proteínas involucradas en la respuesta a estrés, captura 
de hierro, metabolismo celular, regulación transcripcional y virulencia. Cabe destacar que 
este es el primer estudio (y único hasta el momento) que analiza la adaptación de B. 
pertussis al ambiente que encuentra dentro del macrófago. La información obtenida del 
estudio del proteoma de B. pertussis intracelular nos ha permitido conocer parte de la 
patobiología de esta bacteria. En base a los resultados obtenidos en el Capítulo 3, se 
eligió un primer grupo de proteínas con potencial relevancia en la adaptación al entorno 
intracelular para su estudio. Estas proteínas se seleccionaron teniendo en cuenta su 
homología con otras proteínas relevantes para la adaptación intracelular de otros 
patógenos, su posible rol en la captura de nutrientes o su eventual importancia en la 
adaptación a estrés. En particular, se estudió el rol de los sistemas de adquisición de hierro 
BfrD, BfrE e IRP1-3, y del factor MgtC, relevante para la adaptación bacteriana a 
ambientes acídicos y/o limitados en Mg2+. 
Los cambios inducidos en el proteoma durante la infección son un reflejo de las 
condiciones ambientales a los que la bacteria debe adaptarse para sobrevivir. Los 
cambios observados en el proteoma de B. pertussis aislada de localización intracelular 
sugieren que esta bacteria se encuentra en un entorno ligeramente ácido. En estudios 
independientes encontramos que la expresión de genes cuyas proteínas mostraron 
cambios en abundancia durante la infección intracelular (bfrD, bfrE, irp1-3, afuA y 
mgtC) se encuentra regulada por la acidez del medio. Estos resultados sugieren que B. 
pertussis posee un sistema aún no caracterizado que es capaz de detectar y responder a la 
acidez del medio regulando la expresión de genes involucrados en la adaptación al 
entorno intracelular. La expresión de los genes en los microrganismos está sujeta a una 
regulación compleja en la que los sistemas de respuesta de dos componentes (TCS) 
desempeñan un papel importante [70]. Se han descripto diversos sistemas de dos 
componentes que responden específicamente a la acidez del medio y que producen una 
respuesta que permite a los microrganismos adaptarse a este ambiente [71-80]. El genoma 
de B. pertussis codifica para 14 sistemas de dos componentes hipotéticos [81], de los 
cuales actualmente se han caracterizado solamente el sistema BvgA/BvgS [82], el sistema 
RisA/RisK [83], y el sistema PlrS/PlrR [84]. No se ha determinado si estos TCS 
responden a la acidez del medio en B. pertussis. Entre los TCS aún no caracterizados se 
encuentran algunos que, por su homología con otros sistemas conocidos, podrían estar 





BP3223, homólogo al sistema ArsS/ArsR; BP3534-BP3535, homólogo a BvrS/BvrR; y 
BP2547-BP2548, homólogo al sistema PmrA/PmrB. El análisis del proteoma presentado 
en el Capítulo 3 identificó al regulador de respuesta BP3534 tanto en bacterias 
extracelulares como intracelulares, con una tendencia a aumentar a tiempos tardíos post 
infección. Además, se observó que el regulador de respuesta BP3222 es activado por 
bacterias intracelulares solo a tiempos tardíos post infección. Así, mediante el análisis de 
fosforilación de estos sistemas y la construcción de cepas mutantes en conjunto con 
estudios transcriptómicos se podría determinar si algún sistema nombrado anteriormente 
está involucrado en la regulación de la expresión génica por detección de acidez en B. 
pertussis, que podría constituir un mecanismo relevante para la adaptación a la vida 
intracelular de este patógeno. 
Los patógenos intracelulares deben capturar nutrientes para su crecimiento, 
adaptándose a las fuentes encontradas en el entorno intracelular [85]. Como se mencionó 
previamente, un mecanismo de defensa central de los mamíferos para impedir la 
proliferación de patógenos es la limitación de la disponibilidad de hierro [86]. Las 
bacterias patógenas tienen sistemas de captura de hierro de alta afinidad que les permiten 
obtener hierro aún en estas condiciones [87, 88]. Los estudios de proteómica de B. 
pertussis intracelular (Capítulo 3) muestran que, de todas las proteínas potencialmente 
involucradas en sistemas de captura de hierro de alta afinidad, sólo BrfD y BfrE 
aumentaron su abundancia durante la adaptación al entorno intracelular desde el inicio de 
la infección. Se ha documentado que los receptores BfrD y BfrE de B. bronchispetica 
están involucrados en la captura de hierro de las glicoproteínas transferrina y lactoferrina 
utilizando como intermediarios las catecolaminas del huésped [89]. Las catecolaminas 
epinefrina y norepinefrina pueden formar complejos transitorios con el hierro contenido 
en las proteínas transferrina y lactoferrina [90]. Posteriormente, el complejo 
catecolamina-hierro formado puede ser incorporado por bacterias utilizando sistemas de 
captura específicos [90]. B. pertussis posee los receptores BfrD y BfrE con una identidad 
de secuencia de aminoácidos del 99% con respecto a los receptores de B. bronchiseptica, 
sugiriendo que cumplen funciones similares en ambas especies. De hecho, se ha 
demostrado que la incorporación de los receptores BfrD o BfrE de B. pertussis en un 
mutante de B. bronchiseptica en dichos genes restaura la capacidad de crecer en medios 
limitados en hierro en presencia de catecolaminas y transferrina, confirmando la 





Por otro lado, se han encontrado anticuerpos que reconocen a BfrD y BfrE de B. pertussis 
en el suero de pacientes convalecientes de tos convulsa, indicando que ambos receptores 
se expresan durante la infección [89]. Por último, utilizando un modelo murino de 
infección, se ha demostrado que BfrD es necesario para la persistencia de B. pertussis en 
el tracto respiratorio de ratones, sugiriendo que cumple un rol en la patogénesis de esta 
bacteria [89]. Si bien estos resultados indican de manera indirecta la funcionalidad de 
BfrD y BfrE, en el caso de B. pertussis no se ha podido demostrar que estén involucrados 
en la captura de hierro a partir de catecolaminas y transferrina en medios de cultivo in 
vitro, probablemente debido a la baja expresión de los mismos en las condiciones 
utilizadas [91]. En este contexto, el aumento encontrado de los receptores BfrD y BfrE 
de B. pertussis durante la infección de macrófagos podría indicar que esta bacteria 
encuentra condiciones que estimulan la expresión de estos receptores en localización 
intracelular. De hecho, resultados presentados en esta Tesis indican que el cultivo de esta 
bacteria en limitación de hierro y entornos ligeramente ácidos, condiciones de entorno 
que la bacteria podría encontrar en los compartimentos que habita en su estadio 
intracelular, producen un aumento de la expresión de BfrD y BfrE. Actualmente se están 
diseñando experimentos para estudiar si bajo dichas condiciones de cultivo B. pertussis 
utiliza BfrD y/o BfrE para adquirir hierro a partir de transferrina utilizando como 
intermediarios catecolaminas.  
El aumento de los receptores BfrD y BfrE observado en bacterias intracelulares 
sugiere que estos receptores podrían ser relevantes para la sobrevida de la bacteria dentro 
de las células del hospedador. Por esta razón, se realizaron ensayos para estudiar el 
eventual rol de los receptores BfrD y BfrE en la sobrevida intracelular de B. pertussis. 
Los resultados indicaron que los receptores BfrD y/o BfrE están involucrados en la 
sobrevida intracelular de este patógeno en macrófagos y células epiteliales de origen 
humano. Si bien en esta Tesis no se ha evaluado si las catecolaminas están involucradas 
en la captura de hierro por estos receptores en B. pertussis intracelular, ciertos estudios 
sugieren que podrían darse las condiciones necesarias para que ocurra un mecanismo con 
estas características. Por un lado, resultados de nuestro grupo indican B. pertussis tiene 
acceso a transferrina en los compartimentos intracelulares que habita [36] y por otro lado, 
se ha demostrado que los macrófagos son capaces de sintetizar catecolaminas [92]. B. 
pertussis también puede capturar el hierro contenido en la transferrina mediante la 





que esta bacteria en su estadio intracelular apaga la expresión el receptor AfuA, un 
transportador crítico en la captura de hierro mediada por alcaligina. Así, B. pertussis 
intracelular solo podría capturar el hierro presente en la transferrina a partir de BfrD y/o 
BfrE. La disminución en la sobrevida intracelular observada en ausencia de estos 
receptores confirma que B. pertussis está en contacto con transferrina y que tiene acceso 
a neuroquímicos como la norepinefrina y/o epinefrina, o a otros compuestos catecoles 
producidos por el huésped. La falta de diferencias en la persistencia intracelular entre la 
cepa salvaje y la cepa mutante defectiva en BfrD y BfrE a tiempos largos post infección 
sugiere que, en macrófagos, hay otras fuentes de hierro que hacen redundante este sistema 
de captura de hierro. En células del epitelio respiratorio no se ha reportado la síntesis de 
los neuroquímicos norepinefrina o epinefrina con lo cual el intermediario utilizado por 
BfrD y BfrE en este tipo celular podría ser otro compuesto, distinto de dichos 
neuroquímicos. Los compuestos catecoles que podrían estar presentes en células 
epiteliales son el ácido 4,5-dihidroxifenilacético (DOPAC) y el dihidroxifeniletilenglicol 
(DOPEG), productos de degradación de la dopamina y la norepinefrina, respectivamente 
[93-95]. Debido a la presencia de grupos catecol en la estructura de estos intermediarios 
es posible que formen complejos con el hierro. De esta manera, BfrD y BfrE de B. 
pertussis podrían capturar complejos DOPAC-Fe3+ y/o DOPEG-Fe3+ y promover así el 
crecimiento de esta bacteria. Un mecanismo de este tipo podría explicar la relevancia de 
estos receptores en el establecimiento de una infección intracelular de este patógeno en 
células epiteliales. Esta observación está actualmente siendo corroborada por nuestro 
grupo de investigación.  
Las bacterias patógenas también cuentan con sistemas de adquisición de Fe2+, un 
estado de oxidación del hierro cuya estabilidad es favorecida en condiciones anaeróbicas 
o de pH ácido [96]. Varios estudios sugieren que el Fe2+ es utilizado como fuente de hierro 
por patógenos intracelulares a través de la expresión de receptores bacterianos específicos 
para este catión [97-102]. El único sistema capaz de transportar Fe2+ en B. pertussis es el 
sistema IRP1-3 / FtrABCD [103]. El receptor IRP1-3, también llamado FtrA [103], fue 
identificado por primera vez por nuestro grupo en un estudio del proteoma de B. pertussis 
cultivada en limitación de hierro [104], y posteriormente se demostró que está 
involucrado en la transferencia de Fe2+ desde el periplasma al citoplasma bacteriano 
[103]. De hecho, IRP1-3 es necesario para el crecimiento de B. pertussis en medios 





intracelularmente en compartimentos con características de endosomas tempranos [36], 
en los que el pH es cercano a 6,0 [105], cabe suponer que estos compartimentos podrían 
contener hierro en estado de oxidación Fe2+ y que IRP1-3 podría tener un rol en la 
persistencia intracelular de esta bacteria. En efecto, el estudio del proteoma presentado 
en el Capítulo 3 indicó que IRP1-3 está expresado en bacterias intracelulares a tiempos 
tardíos post infección. Los resultados del Capítulo 5 indicaron que en ausencia de los 
receptores BfrD y BfrE, la eliminación de IRP1-3 disminuye la capacidad de B. pertussis 
para persistir en células del hospedador. Así, estos resultados sugieren que el 
transportador IRP1-3 podría actuar como un receptor secundario de hierro involucrado en 
la sobrevida intracelular de B. pertussis, en situaciones donde el sustrato que transportan 
BfrD y BfrE no se encuentre disponible. Es decir, la falta de complejos hierro-
catecolaminas en el nicho intracelular de B. pertussis, un sustrato potencialmente 
capturado por BfrD y BfrE, podría ser compensado por la adquisición de Fe2+ a través del 
sistema que incluye a IRP1-3. Asimismo, los resultados presentados en el Capítulo 5 
indican que existen diferencias en la sobrevida intracelular en macrófagos y en células 
del epitelio respiratorio. Los resultados encontrados en macrófagos mostraron que a 
tiempos intermedios post infección la ausencia de BfrD y BfrE produce una disminución 
en la sobrevida intracelular de B. pertussis, que decrece aún más en ausencia de IRP1-3. 
Sin embargo, a tiempos tardíos post infección, la ausencia de los transportadores BfrD, 
BfrE e IRP1-3 no modifica la sobrevida intracelular de B. pertussis en macrófagos, 
sugiriendo que la adquisición de hierro a tiempos largos post infección podría estar 
mediada por otro sistema de captura y/o a través de otras fuentes de hierro aún no 
identificadas. Por otro lado, en células epiteliales la ausencia de los receptores BfrD, BfrE 
e IRP1-3 disminuye la sobrevida intracelular de B. pertussis tanto a tiempos intermedios 
como tardíos post infección. Estos resultados sugieren que hay una menor disponibilidad 
de fuentes de hierro alternativas en células epiteliales. 
B. pertussis también puede capturar hierro del hemo a través del sistema Bhu 
[106]. Este sistema, codificado en el operón bhuRSTUV, se expresa basalmente en 
limitación de hierro y es inducido fuertemente en condiciones de limitación de hierro en 
presencia de hemo [106-108]. El estudio del proteoma presentado en el Capítulo 3 
demostró que la proteína BhuS, involucrada en la degradación de hemo, aumenta en 
bacterias intracelulares, aunque de manera no significativa. Esto podría sugerir que B. 





complejo formado por hierro y porfirina que es utilizado como grupo prostético en 
diversas enzimas y proteínas, particularmente esencial para el transporte de oxígeno ya 
que está presente en la hemoglobina [109]. El hemo es fuente de hierro de otros patógenos 
intracelulares como Brucella abortus [110] y Escherichia coli uropatogénica [111]. El 
hemo puede ser liberado en el huésped debido a hemólisis u otro daño celular y es tóxico 
para el huésped debido a que induce efectos oxidativos y proinflamatorios [112]. Los 
macrófagos tienen un rol central en el reciclado de hemo en el huésped [113]. Estas 
células pueden capturar el hemo o la hemoglobina a través del receptor CD91 (LRP), que 
une complejos de hemopexina-hemo [112], y del receptor CD163, que captura complejos 
de haptaglobina-hemoglobina [114]. Cabe destacar que CD163 es un marcador 
comúnmente asociado a la polarización a un fenotipo M2 de macrófagos [115], que 
tienen una capacidad bactericida disminuida [116]. Se ha demostrado que la inducción 
de las células THP-1 hacia un fenotipo M2 aumenta la expresión en su superficie del 
receptor CD163 [117-119]. Según resultados previos del grupo la infección de células 
THP-1 con B. pertussis induce una respuesta celular con características similares a las de 
un fenotipo M2 [120]. Dado que los macrófagos tienen un rol central en el reciclado de 
hemo en el huésped [113], cabe esperar que B. pertussis encuentre una mayor 
disponibilidad de esta fuente de hierro en estas células inmunes en comparación con lo 
que encuentra dentro de las células del epitelio respiratorio en su estadio intracelular, más 
aun teniendo en cuenta que la infección favorece la polarización a M2. Esta observación 
podría explicar los resultados obtenidos con los distintos tipos celulares con el triple 
mutante en los receptores IRP1-3, BfrD y BfrE.  
En resumen, nuestros resultados indican que B. pertussis expresa un conjunto de 
proteínas en su estadio intracelular que están involucradas en la captura de hierro. 
También sugieren que este patógeno podría utilizar en localización intracelular sistemas 
de captura de hierro no estudiados en esta Tesis, entre ellos el sistema de captura de hemo 
Bhu, lo cual permite inferir que los complejos de catecolaminas-hierro, el hierro ferroso, 
y probablemente el hemo, son fuentes de hierro para esta bacteria en su estadio 
intracelular. Se ha demostrado que otros patógenos también aumentan la expresión de 
varios transportadores de distintas fuentes de hierro en su estadio intracelular, como es el 
caso de Brucella abortus [121], Salmonella enterica [122] y Shigella flexneri [123]. 
Estudios del proteoma de estos patógenos aislados de células del hospedador indicaron 





y captura de sideróforos, proteínas de captura de transferrina y sistemas de adquisición 
de Fe2+ [121-123]. Esta redundancia de mecanismos de captura de hierro en patógenos 
intracelulares fue confirmada en diversos estudios. Por ejemplo, tanto Shigella flexneri 
[99] como Francisella tularensis [97] capturan hierro simultáneamente a partir de 
sideróforos y de Fe2+ libre en su estadio intracelular. Asimismo, Yersinia pestis posee dos 
sistemas redundantes para la adquisición de Fe2+ que permiten su duplicación intracelular 
en macrófagos [98]. Según nuestro estudio, B. pertussis es otro ejemplo de un patógeno 
con capacidad de utilizar varios sistemas para adquirir hierro en su estadio intracelular. 
Además de contar con sistemas especializados de captura de nutrientes vitales, los 
patógenos intracelulares poseen una serie de mecanismos que les permiten resistir la 
acción bactericida activada por el sistema inmune [124]. Entre ellos, se puede nombrar el 
estallido respiratorio que ocurre en células fagocíticas activadas, que da como resultado 
la producción de especies reactivas de oxígeno y/o de nitrógeno y que es contrarrestado 
por los microrganismos mediante la producción de enzimas antioxidantes como 
superóxido dismutasa y catalasa [125]. B. pertussis posee varias enzimas potencialmente 
involucradas en la detoxificación de especies reactivas de oxígeno, sin embargo, el 
estudio del proteoma presentado en el Capítulo 3 no mostró cambios en la abundancia 
de dichas proteínas, sugiriendo que este patógeno no enfrenta estrés oxidativo en su 
estadio intracelular. Este resultado es esperable según resultados propios [120] y de otros 
grupos [126-128] que demuestran que tanto CyaA como PT, ambas expresadas en 
bacterias intracelulares según los resultados presentados en esta tesis (Capítulo 3), 
modulan la respuesta inflamatoria y bactericida del macrófago a lo largo de la infección 
intracelular. Resultados previos del grupo que demuestran que B. pertussis no induce 
estallido respiratorio en neutrófilos, un tipo de célula inmune aún más agresiva que los 
macrófagos [52], apoyan la capacidad de esta bacteria de evitar la activación de las células 
inmunes. 
Entre las estrategias bactericidas de las células eucariotas está la presencia de 
péptidos antimicrobianos catiónicos en los fagosomas de macrófagos, neutrófilos y 
ciertas células epiteliales [129]. Los péptidos antimicrobianos forman poros en las 
membranas bacterianas, provocando un eflujo de iones y nutrientes esenciales hacia el 
exterior celular y la consiguiente disrupción del potencial de membrana [130]. Los 
microrganismos contrarrestan la acción de los péptidos antimicrobianos principalmente 





que B. pertussis resiste la actividad de los péptidos antimicrobianos a través de varios 
mecanismos [132]. En primer lugar, el lípido A presente en el lipooligosacárido de B. 
pertussis contiene una modificación con glucosamina que disminuye su carga negativa 
[133]. Esta modificación aumenta la resistencia a numerosos péptidos antimicrobianos, 
incluido LL-37, presente en neutrófilos y en las superficies del epitelio respiratorio [133]. 
Por otro lado, B. pertussis contiene un grupo de genes, denominado locus dra, 
involucrado en la unión de D-alanina a proteínas presentes en la membrana externa, que 
disminuyen la electronegatividad de la superficie bacteriana [132]. Esta disminución 
produce un aumento en la resistencia a péptidos antimicrobianos y el consiguiente 
aumento en la sobrevida intracelular en neutrófilos [132], que dependen en parte de los 
péptidos antimicrobianos para su actividad bactericida [134]. Por último, se ha 
demostrado que los autotransportadores BrkA y BapC también contribuyen a la 
resistencia a los péptidos antimicrobianos [135, 136], a través de un mecanismo aún no 
esclarecido. En el estudio del proteoma presentado en el Capítulo 3 se detectó un 
aumento del autotransportador BrkA en B. pertussis intracelular, que podría aumentar la 
resistencia de esta bacteria a la acción bactericida de los péptidos antimicrobianos en el 
ambiente intracelular, si es que los hubiera. 
Otro de los mecanismos bactericidas de las células huésped es la rápida 
acidificación del fagosoma luego de la fagocitosis de un microorganismo [124]. Para 
resistir a este mecanismo de defensa, varios patógenos, incluso aquellos que inhiben la 
fusión fagolisosomal y permanecen en endosomas tempranos, utilizan el factor MgtC que 
promueve la sobrevida dentro de células del hospedador al permitir la adaptación a 
entornos ácidos y/o limitados en magnesio [137], mediante la modulación de la ATP 
sintasa F1Fo bacteriana [138]. Los resultados de proteómica de B. pertussis intracelular 
mostraron por primera vez que este patógeno expresa una proteína homóloga a MgtC. 
Dicha expresión fue confirmada mediante estudios de SRM que confirmaron no sólo la 
presencia de MgtC sino también que la expresión de ésta tiende a aumentar a medida que 
transcurre la infección intracelular en macrófagos (Capítulo 6). Debido al rol crucial de 
MgtC de varios patógenos en el establecimiento de infecciones intracelulares [139], se 
analizó si cumple un rol similar en B. pertussis. Los estudios realizados en esta Tesis 
confirmaron que MgtC está involucrado en la sobrevida intracelular de B. pertussis en 
macrófagos. Empleando medios de cultivo sintéticos, se demostró que MgtC promueve 





que ambas condiciones ambientales regulan positivamente la expresión de este gen. 
Según nuestros resultados, en el entorno intracelular la importancia de MgtC en la 
sobrevida de B. pertussis parece estar vinculada a la adaptación al entorno levemente 
ácido del fagosoma, ya que la neutralización del pH de estos compartimentos con 
bafilomicina A1 elimina el defecto de sobrevida intracelular de una cepa mutante en este 
factor. Asimismo, los resultados obtenidos sugieren que MgtC no está involucrado en la 
sobrevida intracelular de B. pertussis en células del epitelio respiratorio, un tipo celular 
que tendría una capacidad disminuida de acidificar sus fagosomas [140]. Por otro lado, 
MgtC se encuentra presente en numerosos patógenos y estudios basados en homología de 
secuencia sugieren que este gen se ha adquirido por transferencia horizontal durante la 
evolución [141]. Los dos agentes causales de la tos convulsa, B. pertussis y B. 
parapertussis, evolucionaron a partir de B. bronchiseptica en dos eventos independientes 
que involucraron la pérdida e inactivación de genes a gran escala [142]. Resultados de 
nuestro grupo indican que B. parapertussis, al igual que B. pertussis, se comporta como 
un patógeno intracelular facultativo [143, 144]. B. bronchiseptica contiene una proteína 
con homología a MgtC y el hecho de que este factor se conservó en B. pertussis y B. 
parapertussis con una identidad de secuencia cercana al 100% a pesar de la reducción del 
genoma durante la especiación sugiere que juega un papel en su patogénesis, 
probablemente al favorecer su persistencia en células del hospedador. 
Los resultados presentados en el Capítulo 6 indican que la limitación de Mg2+, 
además de inducir la expresión de MgtC, también produce un aumento en la expresión 
del canal de Mg2+, MgtE. Una búsqueda de genes con homología con transportadores de 
Mg2+ indicó que MgtE podría ser el único importador de Mg2+ de alta afinidad de B. 
pertussis. Un estudio reciente demostró que la apertura del canal formado por MgtE se 
encuentra modulada por los niveles intracelulares de ATP [145], que sumado al rol 
propuesto para MgtC [138], sugieren un vínculo funcional entre los niveles de ATP y la 
homeostasis de Mg2+. Asimismo, se ha demostrado que MgtE está involucrado en la 
regulación de la virulencia en respuesta a la disponibilidad de Mg2+ en varios patógenos 
[146, 147]. Por este motivo, en nuestro laboratorio se han iniciado estudios tendientes a 
evaluar si MgtE y los niveles de Mg2+ están involucrados en la regulación de la virulencia 
de B. pertussis. 
En conjunto, los resultados descriptos en este trabajo de Tesis representan un 





mecanismos que intervienen en este proceso, ilustrados como un modelo en la Figura 
7.1. 
 
Figura 7.1: Modelo de los mecanismos involucrados en la sobrevida intracelular de B. 
pertussis: A) Transporte de hierro. I) B. pertussis en su estadio intracelular utilizaría compuestos 
catecoles unidos a hierro (como epinefrina, norepinefrina, DOPAC y DOPEG) para incorporar hierro a 
través de los transportadores BfrD y BfrE. El sistema de transporte que movilizaría el hierro capturado por 
BfrD y BfrE del periplasma al citoplasma aún no está identificado. II) B. pertussis también podría captar 
Fe2+, que podría ingresar al periplasma a través de la porina OmpQ y ser transportado al citoplasma 
mediante el transportador IRP1-3 / FtrABCD. III) B. pertussis podría captar grupos hemo a través del 
receptor BhuR y el transportador ABC BhuTUV. En exceso de hierro el factor de transcripción Fur inhibe 
la expresión de bfrD, bfrE, irp1-3 y afuA. B) Homeostasis de ATP: MgtC contribuye a la sobrevida de B. 
pertussis intracelular en el ambiente ligeramente ácido encontrado dentro del endosoma temprano. El factor 
MgtC inhibiría la ATP sintasa F1Fo bacteriana para mantener la homeostasis de ATP. C) Regulación 
transcripcional: B. pertussis podría detectar la acidez del medio a partir de un sistema de dos componentes, 
en donde el pH ácido activaría un sensor histidina quinasa (HK), que fosforilaría a un regulador de respuesta 
(RR), el cual activaría la expresión de los genes bfrD, irp1-3 y mgtC, y a su vez reprimiría la expresión de 
afuA y bfrE. ME: Membrana externa. P: Periplasma. MI: Membrana interna. C: Citoplasma. 
Como se mencionó previamente, la problemática relacionada con la tos convulsa 
está lejos de ser resuelta. Más aún, los datos epidemiológicos señalan que la tos convulsa 
es la única enfermedad inmunoprevenible que se encuentra en aumento [148]. La 
situación en la Argentina no difiere de la del resto del mundo observándose un marcado 






situación, sin embargo, el más relevante es el escaso nivel de conocimiento de los 
mecanismos básicos de la infección, patogénesis, y persistencia de esta bacteria en la 
población [148]. En este contexto, resultados previos de nuestro grupo indicaron que B. 
pertussis posee ciertos atributos característicos de los patógenos intracelulares 
facultativos, como son la capacidad de ingresar y sobrevivir dentro de las células del 
hospedador y modular la respuesta inmune para favorecer su supervivencia intracelular 
[36, 37, 51, 120]. La existencia de una fase intracelular de persistencia tiene un gran 
impacto en el diseño de estrategias terapéuticas y/o preventivas eficaces contra esta 
enfermedad. Por este motivo, en este trabajo de Tesis se profundizó el estudio de los 
mecanismos que podrían permitir a B. pertussis establecer un nicho de persistencia 
intracelular. A modo de resumen, utilizando metodologías de microbiología celular, 
proteómica y biología molecular se avanzó en la confirmación de la sobrevida intracelular 
de B. pertussis en células del hospedador. La presencia de una fase de persistencia 
intracelular en el ciclo infeccioso de B. pertussis indica que el control de la tos convulsa 
requiere de la formulación de una nueva generación de vacunas que logre prevenir el 
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